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1 ^ ^  Hospital Clinico San Carlos
Dedicada a mi padre...
Si guardas, en tu puesto, la cabeza tranquila 
cuando todo a tu lado es cabeza perdida.
Si tienes en ti mismo una fe que te niegan 
y no desprecias nunca las dudas que ellos tengan.
Si esperas, en tu puesto, sin fatiga en la espera; si enganado, no 
enganas; si no buscas môs odio que el odio que te tengan...
Si eres bueno y  no finges ser mejor de lo que eres; si al hablar no 
exagéras lo que sabes y  quieres.
Si suenas y los suenos no te hacen su esclavo; si piensas y  
rechazas lo que piensas en vano.
Si tropiezas al Triunfo, si llega tu Derrota, 
y a los dos impostores tratas de igual forma.
Si logras que se sepa la verdad que bas hablado a pesar del 
sofisma del orbe encanallado.
Si vuelves al comienzo de la obra perdida 
aunque esta obra sea la de toda tu vida.
Si arriesgas en un golpe y  lleno de alegria, 
tus ganancias de siempre a la suerte de un dîa; 
y pierdes, y  te lanzas de nuevo a la pelea 
sin decir nada a nadie de lo que es y  de lo que era.
Si logras que tus nerviosyel corazôn te asistan, aun después de 
su fuga de tu cuerpo en la fatiga;y se agarren contigo cuando 
no quede nada
porque tû lo deseas y lo quieres y  lo mandas.
Si hablas con el Pueblo y  guardas su virtud.
Si marchas jun to  a Reyes con tu pasoy tu luz.
Si nadie que te hiera llega a hacerte la herida.
Si todos te reclaman y  ni uno te précisa.
Si llenas el m inuto inolvidableycierto, 
de sesenta segundos que te llevan al cielo...
Todo lo de esta Verra sera de tu dominio; 
y mucho mas aûn: serôs Nombre, hijo mio.
Rudyard Kipling (1865-1936)
Aaradecimientos
En primer lugar, m e gustaria agradecer a los Doctores Emilio Gomez d e  la Concha y 
Rafael Arroyo el haberm e perm itido realizar la tesis doctoral en un cam po tan  novedoso e 
interesante com o es la genética d e  la esclerosis multiple. Les agradezco enorm em ente  que  m e 
hayan podido introducir en  un tem a que  m e atrapo d esde el primer dia y del cual, a pesar de  
mis carencias, considero q ue  he aprendido muchi'simo.
El hecho de poder tener hoy esta tesis en mis m anos se lo d eb o  en gran parte a mi co- 
directora, la Dra. Elena Urcelay, con la q u e  he trabajado m ano a m ano desde que com encé este  
trabajo en Enero d e  2008. Gracias por confiar en  ml.
Si hay alguien a quien sin duda d eb o  agradecer su esfuerzo, com prension y ayuda 
duran te estos tres a nos, es a la Dra. Nunez, o mejor dicho, a Conchi. Me gustaria que supieras 
que  creo q u e  eres un ejem pio a seguir com o investigadora, sin rendirte nunca pase lo q u e  pase. 
Me im presiona que  seas d e  las pocas personas que  aûn quedan  capaces d e  dejar su propio 
trabajo para ayudar a los dem as, para resolver una duda o sim plem ente para dar una palabra de  
apoyo. Espero poder encontrarm e a mâs g en te  com o tû a lo largo d e  mi carrera profesional y d e  
mi vida, porque eso  m e darâ la tranquilidad d e  estar al lado d e  una buena am iga y de  una gran 
profesional. Gracias por TODO.
Durante esta eta  pa d e  mi vida, si d e  algo he d e  estar agradecida es por los com paheros 
que  he tenido. Parece mentira que  hayan pasado ya mâs d e  tres anos desde que  em pecé  a 
trabajar aqui, cuando  aûn éram os un m ontôn  d e  gen te  y apenas habla sitio en la m esa d e  la 
salita para com er todos juntos. Las caras han cam biado m ucho d esde aquel Enero. Algunos se 
han quedado , pero m uchos ya han term  inado esta etapa (com o la acabaré yo en  unas semanas) 
y han com enzado una nueva, que  espero  q u e  sea tan buena com o la que he vivido yo en el 
Clinico estos anos. Querla en  primer lugar agradecerte, Carlos, q u e  duran te este  tiem po hayas 
conseguido  hacer que  el trabajo haya sido un sitio al que m e apeteciera ir. Creo que  tienes un 
don especial para hacer sentir bien a la g en te  cuando  esté contigo  y sé que no lo vas a perder 
nunca, porque la g en te  com o tû  es ûnica. Gracias por tu sinceridad, por tus consejos y por saber 
escuchar, que aunque parezca una tarea fâcil, no todos sa ben hacerla... Gracias Ana, por tu 
paciencia y por saber transm itirm e tranquilidad incluso en los m om entos mâs dificiles. Estoy 
segura d e  que tan to  si te  quedas en el laboratorio, com o en cualquier otro sitio, tu vida va a 
seguir siendo un éxito. Gracias Miguel Ângel (mi pupilo) porque aunque apenas I leva s un aho 
con nosotros, has logrado algo q u e  a la mayorla nos cuesta m uchos ahos conseguir. No sé que  
serâ pero desde  luego te  haces querer, no lo pierdas nu n ca ... Gracias Laura, eres una de  las 
mejores personas que  he  conocido. Jam âs te  he oido hablar mal d e  un com pahero  ni tratar de  
quedar por encim a d e  nadie (aunque lo estes en m uchos casos). Te agradezco tu  buen criterio y 
com prension. Gracias a Luzma, por tu  sinceridad y confianza en  mi. Eres una gran com  panera 
d e  trabajo (y d e  gimnasio). Te voy a echar d e  menos. Gracias Gorka, porque siem pre m e ha 
im presionado lo fâciles q u e  haces las cosas dificiles; dicen q u e  eso  solo lo sa be hacer la gen te  
in te ligen te ... Gracias Arturo por tener ese carâcter q ue  consigue q u e  todos te  tengam os cari no, 
te  deseo  lo mejor a ti y a tu  familia. Gracias Romina por tu valentia (y la d e  todos los q u e  venis 
d e  fuera), por haber venido desde tan  lejos a em pezar una nueva vida aquf. Yo no sé si séria 
capaz ... Gracias tam bién a Alejandro, porque aunque no nos ha dado  tiem po a conocernos 
m ucho, estoy segura d e  q u e  no dejarâs a nadie indiferente... Gracias Ângel, por saber transmitir 
ese buen rollo cada m anana. Gracias tam bién a todas las com paheras que ya no estân y con las
q u e  he vivido algunos de  los ratos mâs divertidos d e  mi vida. Gracias muy especialm ente a mi 
esclerôtica, M amen, porque eres la m ejor com panera q u e  se p uede  tener y por tu  alegria 
"granaina" q u e  consigue q u e  te  ganes a to d o  el m undo. A Nieves le agradezco su confianza y 
ayuda en los m om entos dificiles; te  m ando m uchos ânim os para em pezar tu  nueva vida. Gracias 
a Ana Mârquez, a Winnie, a Raquel y a Nadia por los buenos ratos q u e  hem os pasado juntas y 
por haberm e ayudado en  los no tan  b u e n o s ... Gracias tam bién a Miguel Fernândez-Arquero, a 
José Luis, a Jezabel y a todas las enfermeras, técnicos y personal del Servicio d e  Inmunologia del 
HCSC, porque todos habéis ayudado, en mayor o m enor medida, a q u e  hoy esté  muy cerca de  
convertirm e en Doctora. Quiero agradecerte especialm ente, Carmen, que hayas sabido 
escucharm e cuando  he necesitado desahogarm e con alguien. Gracias por hacérm elo tan fâcil, 
te  voy a echar m ucho de  menos.
Por su puesto, esta tesis no hubiera sido posible sin el apoyo constan te d e  mi familia. 
De mi madré, mis herm anas Gabo y Belén, d e  Espe, de  mis abuelos y tios y sobre todo  y 
especialm ente d e  mi padre. Gracias por to d o  papâ.
Y por ultimo, y no m enos im portante, quiero agradecer a mis am igos/as de  toda la vida 
que  m e hayan ayudado tan to  en estos tres ahos. Quizâs no hayan podido colaborar m ucho en 
el terreno laboral, pero si en el personal. Esta tesis no hubiera salido adelan te sin los consejos, las 
risas, los llantos, los cabreos y las fiestas que  nos hem os pegado  juntos duran te este  tiem po. 
Gracias especialm ente a Almu, necesitaria o tro  apartado  d e  agradecim ientos solo para ti, eres la 
mejor am iga q u e  se pueda tener. Gracias a mis m ejores amigos: Marta, Inès, Guille, Au ri, Nora, 
Elena, Ruby, Maria e  Itziar por todos estos m om entos inolvidables. Vera, te  agradezco 
especialm ente q u e  m e hayas ayudado con las im âgenes y la portada. Ya sabes q u e  a mi estas 
cosas...
Queria dejar para el final a la persona mâs im portante d e  mi vida, porque esta tesis ha 
estado  de alguna m anera ligada a ti d esde el principio. Nos conocim os un mes d espués de  que 
yo m e em barcara en este  proyecto y desde en tonces has conseguido  cam biar mi vida por 
com pleto. Hemos estado  tres ahos (que se dice pronto) en tre  Madrid y Barcelona, con 
m om entos buenos y m om entos muy malos en los que  m e has apoyado sin dudarlo un 
m om ento . No sé côm o lo hem os hecho Victor, pero te n g o  la sensaciôn de que  hoy podem os 
d e c iries a todos que LO HEMOS CONSEGUIDO. Gracias.
El presente trabajo ha sido posible gracias a la fînanciaciôn del Fondo de 
Investigaciones Sanitarias (FIS): FIS PI07/0353 y FIS PI07/0369; a la Red 
Espanola de Esclerosis Multiple (REEM) (RETICS-REEM RD07/0060) y a la 
Fundacion Alfonso Martin Escudero.
red Es pa ho la de
esclerosismui t ipie G H o s p i t a l  C l i n i c o  S an  C a r lo s
/I F u n d a c io nA l k o n s o  M a r t i n  Est iji> k ro

INDICE
ABREVIATURAS..............................................................................................................4
RESUMEN.........................................................................................................................11
INTRODUCCIÔN...........................................................................................................17
INTRODUCCIÔN GENERAL......................................................................................... 19
1 ) Epidemiologia de la E M ..................................................................................20
2) Formas clmicas de la enfermedad...................................................................21
3) Diagnôstico de la enfermedad......................................................................... 23
4) Patologia de la EM........................................................................................... 25
5) Inmunopatogénesis de la EM.......................................................................... 29
6) Heterogeneidad de la E M ................................................................................35
7) Tratamiento de la EM ......................................................................................36
8) Etiologia de la EM ........................................................................................... 37
GENÉTICA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE........................................................... 39
1) Asociaciôn del HLA con EM.......................................................................... 39
2) Asociaciôn de genes no-HLA con E M .......................................................... 44
OBJETIVOS..................................................................................................................... 51
MATERIAL Y M ÉTODOS...........................................................................................55
PACIENTES Y CONTROLES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO.................................57
1) Pacientes de Esclerosis Multiple.....................................................................57
2) Contrôles........................................................................................................... 57
PREPARACIÔN DE LAS MUESTRAS.........................................................................58
1) Extracciôn de DNA..........................................................................................58
2) Cuantificaciôn de DNA y estimaciôn de su pureza...................................... 59
GENOTIPADO DEL HLA............................................................................................... 59
1) Genotipado mediante la técnica PCR-SSOP..................................................59
2) Genotipado del alelo HLA-DRBl *15:01.......................................................60
3) Genotipado mediante tecnologia Luminex.....................................................60
GENOTIPADO DE GENES FUERA DE LA REGION HLA......................................61
1
INDICE
1) Anâlisis de Polimorfismos de un Solo Nucleôtido (SNPs).......................... 61
2) Anâlisis de Microsatélites............................................................................... 66
ESTUDIOS MULTICÉNTRICOS....................................................................................67
DETECCIÔN DE BANDAS OLIGOCLONALES IGM EN PACIENTES DE EM.
ESTUDIO DEL HLA EN PACIENTES IgM+ E IgM -..................................................70
DETECCIÔN DE LA REPLICACIÔN ACTIVA DE HHV-6......................................72
ESTUDIO FUNCIONAL DE DOS SNPs NO SINÔNIMOS DEL GEN CD6...........72
ANÂLISIS DE RESULTADOS.......................................................................................76
1) Calidad del genotipado....................................................................................76
2) Anâlisis estadistico..........................................................................................77
ESTUDIO DE GENES CANDIDATOS A INFLUIR EN LA
SUSCEPTIBILIDAD A ESCLEROSIS M ULTIPLE................................................81
...................................................................................................................... 83
SP P l.....................................................................................................................................87
TLR9.................................................................................................................................... 96
ESTUDIO DE REPLICACIÔN DE GENES PREVIAMENTE ASOCIADOS A 
ESCLEROSIS M U LTIPLE......................................................................................... 103
IL2/IL2R............................................................................................................................ 105
CAPSL-IL7R......................................................................................................................114
ANKRD15.......................................................................................................................... 122
ESTUDIO MULTICÉNTRICO DE REPLICACIÔN DE GW AS..............................126
REPLICACIÔN Y ANÂLISIS DE IRF8, TNFRSEIA Y CD6.................................... 135
PTGER4............................................................................................................................ 160
ESTUDIO DEL HLA EN ESCLEROSIS MULTIPLE EN POBLACIÔN 
ESPANOLA.....................................................................................................................166
ASOCIACIÔN DEL H.A. 18.2 CON EM EN POBLACIÔN ESPANOLA.............. 169
H.A. 18.2 Y SINTESIS INTRATECAL DE IgM..........................................................176
DISCUSIÔN GENERAL...............................................................................................181
INDICE
CONCLUSIONES..........................................................................................................187
REFERENCIAS............................................................................................................. 191
ANEXO. PUBLICACIONES REALIZADAS DURANTE EL PERIODO DE 
TESIS DOCTORAL..................................................................................................... 211

Abreviaturas

ABREVIATURAS
ALCAM Molécula de Adhesion Celular de Leucocitos Activados
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ANKRD15 Ankyrin Repeat Domain 15 (gen)
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BOC Bandas oligoclonales
CCL18 Chemokine (C-C motif) ligand 18 (gen)
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DCs Células dendriticas {Dendritic Cells)
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DNA Acido desoxirribonucleico {Deoxyribonucleic Acid)
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EBV Virus Epstein-Barr (Epstein-Barr Virus)
EC Enfermedad de Crohn
Ece Enfermedad celiaca
EDSS Escala expandida de estado de discapacidad {Expanded
Standard Disability Status Scale)
E li Enfermedad inflamatoria intestinal {Inflammatory Bowel
Disease)
EM Esclerosis Multiple
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FP Formas progresivas
GPC5 Glypican 5 (gen)
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Association Studies)
H.A. Haplotipo ancestral
HHV-6 Herpesvirus humano 6
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HLA Antigeno leucocitario humano {Human Leukocyte Antigen)
H WE Equilibrio de Hardy-Weinberg
I.e . Intervalo de confianza
lEF Isoelectroenfoque
IFN Interferon
IgG Inmunoglobulina G
IgM Inmunoglobulina M
IL Interleuquina
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IL2RA Interleukin 2 Receptor a (gen)
IL2RB Interleukin 2 Receptor (gen)
IL 7R Interleukin 7 Receptor a (gen)
IMSGC Consorcio intemacional de genética de esclerosis multiple
{International Multiple Sclerosis Genetics Consortium)
IRF Factor regulador de interferon {Interferon Regulatory Factor)
IRF8 Interferon Regulatory Factor 8 (gen)
ISREs Elementos de respuesta estimulados por interferon {Interferon
Stimulated Response Elements)
Kb Kilobase
LB Linfocito B
LCR Liquido cefalorraquideo
LD Desequilibrio de ligamiento (Linkage Disequilibrium)
LES Lupus eritematoso sistémico
LT Linfocito T
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Frequency)
MAPK Protein-quinasas activadas por mitogenos {Mitogen-activated
Protein Kinases)
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Histocompatibility Complex)
ABREVIATURAS
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Reaction)
pDCs Células dendriticas plasmacitoides {Plasmacitoid Dendritic
Cells)
pERK Quinasas reguladas por senates extracelulares fosforiladas
{Phosphorilated Extracellular Signal Regulated Kinases) 
PGE2 Prostaglandina E2
PMA Acetato de miristato forbol {Phorbol Myristate Acetate)
pMEK MAP quinasa fosforilada {Phosphorilated-MAP Kinase)
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RESUMEN
La esclerosis multiple (EM) es la enfermedad neurolôgica mâs comùn en adultos 
jôvenes, con una prevalencia de 1:1000 en Espana. Se considéra que tiene una 
etiologia multifactorial, en donde diverses factores ambientales parecen promover la 
apariciôn de la enfermedad en individuos genéticamente predispuestos. 
Aproximadamente el 40% de los pacientes muestra sintesis de Inmunoglobulina M 
(IgM) restringida a liquido cefalorraquideo (LCR), la cual parece condicionar un curso 
mâs agresivo de la EM.
El alelo HLA-DRBl *15:01 es el principal factor genético de susceptibilidad a 
EM en todas las poblaciones estudiadas excepte en la poblaciôn de Cerdena, en la que 
el haplotipo ancestral 18.2 {A*30-B*l 8-TNFalb5-DRB 1*03:01-DQAl *05:01-
DQBl *02:01) confiere el mayor riesgo de manera independiente al alelo HLA- 
DRB1*15:01. Adicionalmente, anâlisis genéticos recientes (estudios de genes 
candidates y estudios de barrido genômico) han identificado diveros factores genéticos 
filera del HLA asociados con el riesgo a padecer EM; sin embargo, la confirmaciôn de 
la mayoria de estos factores requiere todavia su replicaciôn en poblaciones 
independientes.
El objetivo del présente trabajo es profundizar en el estudio de la base genética 
de la EM en poblaciôn espanola mediante tres aproximaciones: estudio de genes 
candidates a influir en la susceptibilidad a EM; validaciôn en poblaciôn espanola de la 
asociaciôn de genes previamente asociados a EM en estudios de barrido genômico y 
estudio del haplotipo ancestral 18.2 como posible factor de susceptibilidad a EM en 
poblaciôn espanola y su posible asociaciôn en pacientes que presentan sintesis 
intratecal de IgM.
Para llevar a cabo nuestro estudio, hemos analizado polimorfismos de los 
genes estudiados en un mâximo de 691 pacientes de EM y 882 contrôles sanos, todos 
de origen y ascendencia espahola. El genotipado de polimorfismos se realizô mediante 
sondas TaqMan o, para el estudio del HLA, con tecnologia Luminex. El estudio de 
bandas oligcoclonales en LCR se realizô mediante isoelectroenfoque.
Nuestro estudio ha replicado la asociaciôn con el riesgo a EM de los genes: 
1L2RA, 1L7R, TNFRSFIA, CD6 y GPC5, previamente asociados en los estudios de 
barrido genômico, por lo que podemos validar a dichos genes como factores de 
susceptibilidad a EM en poblaciôn espahola. Adicionalmente, hemos confirmado la
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asociaciôn de los genes candidatos SPPl (por su funciôn) y PTGER4 (por ser un 
factor de susceptibilidad en enfermedad de Crohn) con las distintas formas clmicas de 
la EM. Nuestro estudio ademâs, ha confirmado al haplotipo ancestral 18.2 como factor 
de susceptibilidad a EM dentro de la regiôn HLA en poblaciôn espanola, actuando de 
manera independiente a la presencia del HLA-DRBl* 1501. Finalmente, nuestros 
resultados muestran una fuerte asociaciôn de dicho haplotipo en el subgrupo de 
pacientes que presentan sintesis intratecal de IgM oligoclonal en LCR. En conjunto, 
nuestro estudio ha contribuido a validar a ciertos genes como factores de 
susceptibilidad en EM y también a esclarecer genéticamente los mecanismos que 
regulan la gran heterogeneidad que présenta la EM en poblaciôn espanola.
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Multiple Sclerosis (MS) is the commonest neurological disorder in young 
adults, with a prevalence of 1:1000 in Spain. MS has a multifactorial aetiology; 
several environmental factors seem to promote the onset of the disease in genetically 
predisposed individuals. Approximately 40% of MS patients show Immunoglobulin M 
(IgM) synthesis restricted to cerebral-spinal fluid (CSF), which seems to drive a more 
aggressive course of MS.
The HLA-DRBl *15:01 allele is the main genetic susceptibility factor in MS in 
all the studied populations except in Sardinia. In this population, the ancestral 
haplotype 18.2 (A *30-B*18-TNFalb5-DRBl *03:01-DQAl *05:01-DQBl *02:01)
confers the highest MS risk which is independent of the presence of the HLA- 
DRB1*15:01 allele. Additionally, recent genetic analyses (candidate gene approaches 
and genome-wide association studies) have identified several non-HLA genetic factors 
associated with MS susceptibility; however, to validate most of these factors, 
replication in independent populations is still required.
Our main objective is to study in depth the genetic basis of MS in the Spanish 
population through three approaches: study of candidate genes in MS susceptibility; 
validation in the Spanish population of previously reported associated genes in 
genome-wide association studies with MS and study of the ancestral haplotype 18.2 as 
a likely susceptibility factor in Spanish MS patients as well as its feasible association 
with patients showing intrathecal IgM synthesis.
Polymorphisms within the analyzed genes were studied in up to 691 MS 
patients and 882 healthy and ethnically matched controls. Genotyping of 
polymorphisms was performed with TaqMan assays or, for HLA analysis, Luminex 
technology. The study of oligoclonal bands in CSF was performed through isoelectric 
focusing.
Our study has replicated the association of MS risk with the genes IL2RA, 
IL7R, TNFRSFIA, CD6 and GPC5, which have been previously associated on 
genome-wide association studies; therefore, we can validate these genes as 
susceptibility factors in MS in the Spanish population. Besides, we have confirmed the 
association of the candidate gene SPPl (because of its function) and the PTGER4 
locus (known as a susceptibility factor in Crohn s disease) as markers of the different
15
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clinical courses in MS. Our study has also confirmed the ancestral haplotype 18.2 as a 
susceptibility factor within the HLA region in the Spanish population, independently 
of the presence of the HLA-DRBl*!5:01 allele and we have finally proved that this 
haplotype is strongly associated with the subgroup of patients that show intrathecal 
synthesis of oligoclonal IgM in CSF. In summary, our study has contributed to 
validate certain genes as susceptibility factors in MS, and to establish from a genetic 
standpoint, the mechanisms that regulate the characteristic heterogeneity of MS in the 
Spanish population.
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IN TR O D U C C IO N  G EN ER A L
La esclerosis multiple (EM) es un desorden presumiblemente autoinmune, 
inflamatorio y desmielinizante del sistema nervioso central (SNC). Es la principal 
causa de discapacidad neurologica no traumatica en adultes jôvenes en Europa y 
Norteamérica, afectando a cerca de un millôn de personas en todo el mundo A modo 
de resumen, la EM parece producirse en individuos genéticamente predispuestos tras 
la exposiciôn a un agente ambiental que active los linfocitos T (ET) especificos de 
mielina permitiendo que atraviesen de la barrera hematoencefâlica (BHE). 
Posteriormente, los LT son reactivados mediante las células presentadoras de 
antigenos (CPAs) del SNC, lo que inicia un reclutamiento secundario de células del 
sistema inmunolôgico (SI) innato, que tendra un papel fundamental en la 
desmielinizaciôn y el dafio axonal .^ Las caracteristicas principales de esta enfermedad 
son las infîltraciones de células del SI al SNC y la formaciôn de plaças esclerôticas en 
el cerebro y en la médula espinal; s in embargo, tal y como se ampliarâ mas adelante, 
la EM se caracteriza por ser un desorden muy heterogéneo en cuanto a sus sintomas 
clinicos y curso de la enfermedad, lo que sugiere que quizâs existan distintos 
mecanismos (influenciados por efectos genéticos y ambientales que afectan de manera 
diferente en el espacio-tiempo) que fînalmente conduzcan a la EM
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1) Epidemiologia de la EM.
La distribuciôn global de la EM puede establecerse, de forma generalizada, 
como un gradiente Norte-Sur, siendo mas prevalente en el Norte de Europa y 
Norteamérica y disminuyendo conforme nos acerquemos al ecuador (Figura 1); sin 
embargo, los datos de prevalencia de la enfermedad muestran que las diferencias 
raciales y étnicas influyen de manera importante en la distribuciôn mundial de la 
enfermedad La EM se produce aproximadamente en el doble de mujeres que de 
hombres \  y afecta a 1-1,8 personas por cada 1000. Esta enfermedad es bastante 
inusual antes de la adolescencia, aumentando gradualmente su prevalencia desde 
entonces hasta los 35 anos, tras lo cual vuelve a disminuir progresivamente
■  High pievalence 
CQ Medium prevalence
■  Low prevalence
Figura 1: Distribuciôn geogrâfica de la prevalencia de la EM y migraciones. Las fléchas 
punteadas indican corrientes migratorias desde las zonas de alto riesgo. Las fléchas continuas 
reflejan las migraciones de zonas de bajo riesgo a zonas de alto riesgo (figura extraida de 
Compston & Coles )^.
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2) Formas clinicas de la enfermedad.
La EM se divide fundamentalmente en très formas clinicas (Figura 2):
Remitente-recurrente (RR): es la forma clinica mas comùn (85% de los 
pacientes con una media de edad de debut de entre 28-30 anos Esta 
forma clinica se caracteriza por la presencia de brotes neurolôgicos agudos, 
seguidos de una recuperaciôn total o parcial entre los brotes (remisiôn). La 
tasa de brotes suele decaer a lo largo de los anos.
Secundaria-progresiva (SP); entre el 50 y el 65% de los pacientes que 
presentan la forma RR, entran con los anos en una nueva forma clinica en la 
cual la enfermedad se vuelve progresiva. En este punto, la enfermedad se 
hace crônica, los brotes desaparecen y se produce un deterioro neurolôgico 
severo.
Primaria-progresiva (PP): esta forma clinica es la mas diferente 
patolôgicamente (y quizâs etiolôgicamente) de las dos formas clinicas 
anteriores. Se produce en el 10-15% de los pacientes y se caracteriza por un 
deterioro neurolôgico continuo desde el inicio de la enfermedad
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Remitente-recurrente
eu
Secundaria-progresiva
Primaria-progresiva
Tiempo
Figura 2: Formas clinicas de la EM. La linea roja représenta los brotes o progresiôn de la 
enfermedad. La linea verde représenta el incremento del grado de discapacidad de los pacientes 
(EDSS).
Un pequeno porcentaje de pacientes desarrolla una forma de la enfermedad 
muy severa que conduce a una discapacidad extrema o incluso a la muerte en tan solo 
unos meses. Las razones que conducen a estas diferencias en cuanto a las distintas 
formas clinicas no estân claras por el momento.
El grado de discapacidad de los pacientes de EM suele medirse 
intemacionalmente basândose en la escala EDSS {Expanded Standard Disability 
Status Scale), la cual se extiende desde el 0 (examen neurolôgico normal) al 10 
(muerte debida a una complicaciôn de la esclerosis multiple) con incrementos de 0,5
unidades 10
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En cuanto a los sintomas clinicos générales, los pacientes suelen presentar 
inicialmente: ataxia, pérdida de coordinaciôn, hiperreflexia, espasmos, fallos visuales 
y sensoriales, fatiga y dificultades cognitivas V
3) Diagnostico de la enfermedad.
El diagnostico de la EM se basa generalmente en très patrones: observaciôn de 
sintomas clinicos (presencia de brotes neurolôgicos), imâgenes de resonancia 
magnética (MRl, Magnetic Resonance Imaging) y examen de liquide cefalorraquideo 
(LCR). La MRI muestra lesiones en la sustancia blanca (plaças esclerôticas) en mas 
del 90% de los pacientes, las cuales suelen tener una distribuciôn periventricular. Las 
inyecciones de gadolinio (y la captaciôn de este por parte de las plaças recientes) 
permiten conocer las rupturas intermitentes de la BHE, lo que ocurre frecuentemente 
antes de los brotes, en la forma RR. A medida que se avanza hacia la progresiôn de la 
enfermedad, se produce una disminuciôn de las lesiones captadoras de gadolinio y un 
aumento de las lesiones cérébrales T2 (imagen de MRI que muestra el numéro total de 
lesiones hipertensas en el SNC, mostrândolas como puntos brillantes en la imagen), 
asi como mayor pérdida axonal y disminuciôn del volumen cerebral
Por otra parte, los pacientes de EM sintetizan inmunoglobulina G (IgG) 
intratecalmente, de manera que la presencia de bandas oligoclonales IgG en LCR se 
considéra otro criterio diagnôstico de la enfermedad. El patrôn de bandas 
oligoclonales IgG se observa en la gran mayoria de los pacientes con una EM 
clinicamente establecida, aunque también puede aparecer en otras enfermedades 
inflamatorias o infecciosas del SNC En individuos control, sin embargo, no se 
observa dicho patrôn ya que la IgG encontrada en LCR dériva del suero del individuo, 
observando un rastro difuso en la prueba electroforética. Por ello, las pruebas de MRI 
y el examen de LCR son pruebas complementarias y necesarias para el diagnôstico de 
la EM (Figura 3). Aproximadamente el 90% de los pacientes muestra sintesis de IgG 
restringida a LCR; mientras que el 40% muestra, ademâs, sintesis local de IgM 
oligoclonal ' ' la cual, en la mayoria de los casos, reacciona trente a lipidos de mielina. 
La producciôn local de IgM no se utiliza actualmente como criterio diagnôstico sino 
pronôstico de la enfermedad, ya que parece constituir una respuesta humoral
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inmunitaria persistente asociada con un curso mas agresivo de la EM Los
pacientes de EM con bandas oligoclonales IgM presentan una mayor tasa de brotes y 
progresiôn hacia la discapacidad desde el comienzo de la enfermedad lo cual es aùn 
mas évidente cuando las bandas IgM reaccionan frente a los lipidos de la mielina. Este 
tipo de anticuerpo esta présente en un tercio de los pacientes de EM con la forma 
clinica RR Por el contrario, los pacientes con la forma PP no presentan bandas 
oligoclonales IgM.
Los criterios generalmente empleados para el diagnôstico de la EM son los 
criterios de Poser o los criterios de McDonald *^ , los cuales tienen en cuenta todos 
los factores que hemos descrito.
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Figura 3: Criterios empleados para el diagnostico de la EM. El objetivo es establecer que dos 
o mas episodios que afecten a lugares distintos del SNC ban ocurrido en distintos espacios 
temporales, lo que se consigue mediante analisis clfnico y experimental (VEP^visually evoked 
potential test, test de potencial visual evocado) (figura adaptada de Compston & Coles )^.
4) Patologia de la EM.
El infiltrado inflamatorio que se encuentra en una plaça esclerôtica esta 
compuesto de: LT, linfocitos B (LB) y células plasmâticas, microglia activada y 
macrôfagos. Todos ellos interaccionan con la vaina de mielina provocando el proceso 
desmielinizante. En el proceso inflamatorio dentro del SNC, se produce un aumento 
de la expresiôn de moléculas MHC {Major Histocompatibilty Complex, Complejo 
Mayor de Histocompatibilidad) I y II y una producciôn local de moléculas de
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adhesion, citoquinas y quimiocinas proinflamatorias que fînalmente conducirân a la 
formaciôn de la lesiôn cerebral tipica de EM. El proceso patolôgico de la EM se puede 
dividir en très subprocesos (Figura 4):
5.1.) Desmielinizaciôn:
Actualmente existen 4 teorias acerca de la patologia de la EM (descritas por 
Lassmann y colaboradores '^), que explican quiénes son los “protagonistas” del 
proceso desmielinizante en la EM:
a) La desmielinizaciôn se produce por un efecto sinérgico de los LT 
encefalitogénicos y anticuerpos desmielinizantes. En algunos subgrupos de pacientes 
existen anticueipos que reconocen compuestos de la mielina que ampliflcan el dafïo 
patolôgico causado por la respuesta inflamatoria mediada por los LT En los ùltimos 
anos se ban descrito ademâs algunos anticuerpos, como el anticuerpo frente a la 
neurofascina, que pueden mediar el dafio axonal en EM de forma que las proteinas 
de la mielina no serian los ùnicos objetivos de los anticuerpos en la EM.
b) Los LT median la destrucciôn de la mielina y oligodendrocitos. Distintos 
productos producidos por los LT, como linfotoxina o la perforina, pueden producir la 
desmielinizaciôn axonal Ademâs, los LT CD8+ pueden destruir selectivamente a 
los oligodendrocitos mediante la activaciôn de la via Fas-Fas ligando
c) La desmielinizaciôn se produce por los efectos tôxicos de los productos de 
los macrôfagos. Se ha descrito que los productos de los macrôfagos (componentes del 
complemento, radicales libres de oxigeno) o fundamentalmente de la microglia 
activada (mediante la producciôn del Factor de Necrosis Tumoral a, TNF-a), pueden 
destruir oligodendrocitos in vitro De hecho, el TNF-a se ha detectado en las plaças 
de EM
d) El desequilibrio del métabolisme de los oligodendrocitos provoca la 
desmielinizaciôn. Se ha mostrado, en varios casos de EM, la presencia de una 
importante regulaciôn negativa de la expresiôn de algunas proteinas de la mielina y de 
sus mRNAs en oligodendrocitos También se ban observado fenômenos de hipoxia
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o isquemia en los oligodendrocitos, lo que afectaria a la producciôn de mielina y a la 
formaciôn de las lesiones de EM
Es posible que distintos subgrupos de pacientes de EM presenten diferentes 
vias de desmielinizaciôn, o bien, que varias vias se den a la vez en un mismo paciente 
(Figura 4).
5.2.) Neurodegeneraciôn:
El dafio axonal es una caracteristica patolôgica importante de la EM. Puede ser 
causada directamente por células del SI como los linfocitos citotôxicos CD8+ o los 
macrôfagos o bien puede producirse por la liberaciôn de sustancias tôxicas como 
glutamato u ôxido nitrico. La presencia de ruptura axonal es una caracteristica muy 
comùn en las lesiones cérébrales de EM, y la frecuencia de su apariciôn parece estar 
relacionada con el grado de inflamaciôn de la lesiôn, correlacionândose con la 
infiltraciôn de los LT y de microglia La ruptura de los axones se produce, por tanto, 
en las fases iniciales de la enfermedad y parece ser caracteristico del dafio neurolôgico 
irreversible en EM. Al comenzar la etapa progresiva, las areas de desmielinizaciôn 
coexisten con la degeneraciôn axonal y neuronal difusa, que resultarâ en 
anormalidades en la NAWM {Normal Appearing White Matter) (Figura 4).
Adicionalmente, se produce una acumulaciôn de LB en foliculos secundarios situados 
en las meninges, provocando una respuesta humoral inmunitaria que conducirâ a la 
producciôn intratecal de anticuerpos (como la IgG o la IgM) y al dafio del côrtex 
cerebral
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b  -«I
Figura 4: a) Oligodendrocitos {Myelin oligodendrocyte glycoprotein, MOG+) de una lesiôn 
activa de EM. b) Lesiôn activa desmielinizante de EM mostrando oligodendrocitos en la 
NAWM y en la plaça, c) LB CD20+ en las meninges cerebrales en EM. d) Microglia (rojo) y 
neuronas piramidales (verde) en una lesiôn cortical de EM. e) LT activados, LB y macrôfagos 
mostrando la inflamaciôn perivascular en EM. f) Lesiôn de EM parcialmente remielinizada 
(figuras adaptadas de Magliozzi y colaboradores; Wingerchuk y colaboradores y Patani y 
colaboradores
5.3. Remielinizaciôn:
La remielinizaciôn es mas activa durante los procesos inflamatorios agudos, 
coincidiendo con la recogida por parte de los macrôfagos de los detritos de la mielina^. 
El sistema nervioso maduro mantiene un pool de precursores de oligodendrocitos que 
migran a la zona desmielinizada. Los oligodendrocitos sin diferenciar rodean la lesiôn 
de EM y actùan como la fiiente celular con el potencial para remielinizar al axôn
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desnudo (Figura 4). En el 20% de los pacientes de EM, las plaças son remielinizadas 
en un 60-96% del total de la lesiôn
5) Inmunopatogénesis de la EM.
El conocimiento del proceso inmunolôgico que fînalmente conduce a la EM se 
basa, fundamentalmente, en los experimentos realizados en el modelo animal de la 
EM: la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). La EAE se induce mediante 
la inmunizaciôn de los ratones con antigenos derivados de la mielina junto con un 
adyuvante, o bien con la transferencia de LT activados especificos de mielina. Este 
modelo en ratones mimetiza muchas de las caracteristicas clinicas que presentan los 
pacientes de EM.
Existe un consenso bastante generalizado que acepta que los mecanismos del SI 
adaptative son responsables del inicio de la enfermedad (brotes, poca discapacidad), 
mientras que la fase progresiva, caracterizada por una acumulaciôn graduai de 
discapacidad sin apenas brotes, se debe a los mecanismos de la inmunidad innata 
(Figura 5).
Immune Status and Disease Course in MS
Innate ImmvnRŸ"
(Mkmgiba. monocylB», dendritic obB»)
I Adaptive Ifranunitv
(Anogtn-tptdnc T B oatej
] GO#mh*no#m#n(
* Secondary progressiveReiapsing-remitting
Figura 5: Esquema representativo de la modulaciôn de las fases aguda y crônica de la EM por 
parte de los mecanismos de inmunidad adaptativa e innata, respectivamente (figura extraida de 
Weiner y colaboradores
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6.1.1 Sistema inmunolôgico adaptative. Fase aguda de la EM.
6.1.1.) Escape de los LT autorreactivos de la tolerancia central y periférica:
Los LT autorreactivos especificos de mielina y de otros componentes del SNC 
pre-existen en el SI de todos los individuos Estos clones, por tanto, han conseguido 
escapar a la deleciôn producida por la selecciôn timica negativa, pero son controlados 
por los mecanismos de tolerancia periférica (anergia/deleciôn o supresiôn activa por 
los LT reguladores). En EM, se produce un fallo de los mecanismos de tolerancia 
periférica de forma que los LT autorreactivos son activados fuera del SNC. 
Actualmente no se conocen los mecanismos exactos por los que los LT especificos de 
mielina pueden activarse en la periferia (ya que la mielina sôlo se sintetiza por los 
oligodendrocitos en el interior del SNC). Una de las teorias sugiere que algunos 
antigenos del SNC son presentados en los nôdulos linfâticos cervicales, permitiendo la 
activaciôn de los LT autorreactivos Otra posibilidad se basa en la teoria del 
mimetismo molecular. Como se ha apuntado anteriormente, la EM es una enfermedad 
multifactorial en la que ademâs de factores genéticos, diversos factores ambientales 
parecen contribuir al proceso patolôgico de la enfermedad. Con esta premisa, la teoria 
del mimetismo molecular propone que la EM se produce como consecuencia de una 
infecciôn con un antigeno extemo (como el EBV o el HHV-6) que mimetice 
estmcturalmente a un autoantigeno de la mielina en individuos genéticamente 
predispuestos, provocando una reacciôn cmzada en los LT autorreactivos que 
conllevaria a su activaciôn en la periferia Para la activaciôn, es necesaria siempre la 
presencia de una segunda senal coestimuladora (B7.1, CD40...)
6.1.2.) Entrada de los LT autorreactivos activados al SNC:
Durante la activaciôn de los LT autorreactivos, bay una regulaciôn positiva de la 
integrina a4pi en la superficie del LT, fundamental para el trâfico de los linfocitos a 
través de la BHE Ademâs, los LT activados (CD4+) expresan una série de 
receptores de quimiocinas (como el CC-chemokine receptor 6, CCR6), o son
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senalizados por moléculas como el TNF-a que parecen tener también un importante 
papel facilitando la entrada de los LT CD4+ al SNC Adicionalmente, en las 
células endoteliales cerebrales se expresan moléculas de adhesion como la VCAM-1 
{Vascular Cell Adhesion Molecule-l), que reconoce a la a4pi para que los LT se 
adhieran a la pared del vaso y facilitar asi la entrada al SNC. Los LT CD4+ cmzan la 
BHE preferentemente a través de espacio subaracnoideo, y posteriormente entran a 
través del espacio perivascular del cerebro (revisado en (Figura 6).
6.1.3) Reactivaciôn de los LT autorreactivos en el SNC:
Estudios recientes apuntan a que tras la entrada de LT CD4+ especificos de 
mielina, éstos son reactivados por macrôfagos, células dendriticas y células 
microgliales que expresan moléculas MHC-II, lo que résulta en la proliferaciôn de las 
células CD4+ y la formaciôn de grandes agregados de LT en el SNC La 
reactivaciôn de los LT autorreactivos conduce a una mayor expresiôn de moléculas 
MHC-II y moléculas coestimuladoras por parte de las CPAs, iniciando asi la cascada 
inflamatoria. Los LB también parecen tener un papel como CPAs en la reactivaciôn de 
los LT autorreactivos en EM (revisado en *) (Figura 6)
6.1.4) Linfocitos T CD4+ en EM:
Tradicionahnente, la EM se ha definido como una enfermedad mediada por una 
respuesta tipo Thl, que se caracteriza principalmente por la presencia de la 
interleuquina 12 (IL-12) para la diferenciaciôn a este subtipo celular y por la secreciôn 
de Interferôn-y (IFN-y). Esta idea se mantuvo fundamentalmente a raiz de la detecciôn 
de IFN-y en las lesiones activas de EM y EAE Ademâs, se observô que tras la 
administraciôn de IFN-y se producian brotes en el modelo EAE debido a la 
inducciôn de la expresiôn de moléculas MHC-II en el SNC y a la activaciôn de la 
producciôn de quimiocinas atrayentes de macrôfagos y monocitos (Figura 6).
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Figura 6: Inmunopatogénesis de la EM. a) Los LT activados entran al SNC a través de la 
interacciôn V C A M l-a4pl. b) Dentro del SNC, la secreciôn de citoquinas, osteopontina y otras 
moléculas por las CPAs, asi como los propios LT reactivados danan a los oligodendrocitos. c) 
Las células plasmâticas producen anticuerpos especificos de mielina que producen un mayor 
dano a la vaina. d) En la membrana basai de las vénulas, los astrocitos inhiben los brotes en 
EM, mientras que la osteopontina, la IL-23 y el IFNy, inducen la apariciôn de brotes (figura 
extraida de Steinman L.
En la década de los 90, comenzaron las dudas sobre la relevancia de la respuesta 
Thl en EM tras el descubrimiento de la citoquina IL-23, la eual comparte una 
subunidad con la IL-12. La IL-23 estâ implicada en una nueva respuesta inmune 
dominada por las células T h l7, que se han visto implicadas en diversas enfermedades 
autoinmunes . Se han observado numerosos trânseritos de IL -17 en las lesiones
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crônicas de EM, may ores incluso que en las plaças agudas Ademâs, se observô que 
k transferencia de células T h l7 induce una EAE mâs severa que la producida por 
células Thl Hoy en dia parece que ambos tipos celulares, Thl y T hl7, estân 
ûfluyendo en la patogénesis de la EM
Las células T reguladoras (Tregs), productoras de TGF-p {Transforming Growth 
Factor-^) e IL-10, actùan en la regulaciôn de la funciôn de las respuestas Thl/Th2 y 
7hl7. Aunque no hay diferencia en el numéro de Tregs entre contrôles y pacientes de 
EM, los pacientes parecen tener reducida la lunciôn de las Tregs, lo que impide 
saprimir la funciôn de las Thl y T h l7
6.1.5.) Linfocitos CD8+ en EM;
Al igual que las células CD4+, los LT CD8+ naïve no son capaces de cmzar la 
BHE en ausencia de inflamaciôn, lo que signifîca que deben ser activadas en la 
periferia antes de entrar en el SNC. Probablemente, las células dendriticas son las 
CPAs encargadas de activar a las CD8+ en los nôdulos linfâticos
Los LT CD8+ también se han observado en plaças de EM, de hecho se ha descrito 
ma mayor frecuencia de LT CD8+ especificos de mielina en comparaciôn con los 
CD4+ Las células CD8+ pueden mediar la supresiôn de la linfoproliferaciôn de las 
CD4+ mediante la secreciôn de perforina Sin embargo, los LT CD8+ pueden 
timbién influir en la neuropatologia de la EM, ya que pueden actuar directamente a 
havés del reconocimiento de los epitopos presentados por moléculas MHC de clase I 
ei la superficie de los axones, lo que dejaria a los axones expuestos permitiendo el 
sesgo de los mismos (Figura 7). Estas células pueden inducir la apoptosis de los 
oligodendrocitos (mediante la via Fas-Fas ligando) y promover la permeabilidad 
viscular, lo que muestra que a pesar de que las células CD8+ tienen funciones 
reguladoras promoviendo los periodos de remisiôn, también son células altamente 
prtogénicas tanto en EAE como en EM
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Figura 7: Linfocitos CD8+ en EM. Tras la activaciôn de los CD8+ en los nôdulos linfâticos 
(1), éstos cruzan la BHE y entran al SNC donde son reactivados por moléculas MHC-I 
presentados por macrôfagos, células microgliales, células dendriticas y células endoteliales, 
tras lo cual los CD8+ activan a la microglia (2-6). Los macrôfagos activados, las células 
microgliales, y los LT CD8+ secretan mediadores solubles que producen desmielinizaciôn; y 
los CD8+ pueden lisar directamente a los oligodendrocitos (7) (figura extraida de Govermann
y. )^.
6.1.6.) Linfocitos B en EM:
Los LB tienen la capacidad de formar ganglios linfâticos ectôpicos o centros 
germinales en las meninges de los pacientes de EM Un articulo del ano 2007 
demostrô que los foliculos de LB se encuentran en pacientes de EM que presentan la 
forma SP (indicando su relaciôn con la fase crônica de la enfermedad), y que estos 
foliculos expresan CD20 Los LB CD20+ en el estado de plasmablasto producen 
anticuerpos autoinmunes, y su migraciôn al SNC es dependiente de CXCL13 y a4pi^^. 
Los LB pueden contribuir a la patogénesis del SNC de distintas maneras: como fuente
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de anticuerpos (IgG e IgM) que reconocen componentes de la mielina, axones o 
neuronas y contribuyen a la desmielinizaciôn y al dano axonal (Figura 6); como CPAs 
para los LT especificos de mielina y como células inmunoreguladoras que producen 
citoquinas supresoras y facilitan el reclutamiento de las Tregs hacia el SNC, tal y como 
se ha descrito en EAE (revisado en ^^ ). Los LB parecen, por tanto, tener un papel 
dual muy importante en la inmunopatogénesis de la EM, de hecho, la mayoria de las 
terapias empleadas en EM como el anti-CD20 (Rituximab), el interferôn-p (IFN-P), el 
acetato de glatiramer o el natalizumab, tienen algùn efecto descrito en la funciôn de 
los LB.
6.2.1 Sistema inmunolôgico innato. Fase crônica de la EM.
En los ùltimos anos cada vez cobra mâs importancia la idea de que los monocitos, 
las células dendriticas y la microglia juegan un papel esencial en la inmunopatogénesis 
de la fase crônica de la EM. Esta idea se basa en que el SI innato cambia cuando se 
produce la transiciôn de los pacientes de la forma RR a la forma progresiva (revisado 
en ^^ ). Hasta el momento, no existen terapias especificas que actùen a nivel del SI 
innato en EM, no obstante, los ùltimos estudios comienzan a mostrar que el 
tratamiento con interferones retrasa el comienzo de la fase progresiva de la 
enfermedad por su influencia en esta rama del SI
6) Heterogeneidad de la EM.
Algunos autores consideran a la EM mâs como un sindrome que como una 
sola enfermedad, debido a la gran heterogeneidad clinica y patolôgica que présenta 
El lugar de apariciôn de las lesiones puede variar entre los pacientes, apareciendo en 
cerebro y médula espinal o sôlo en alguna de las dos regiones del SNC. 
Adicionalmente, existen variantes malignas (variante de Marburg) y benignas de la 
EM, ademâs de las distintas formas clinicas que présenta. La patologia observada en 
los cerebros de los pacientes con EM se puede clasificar segùn distintos patrones 
dependiendo de si hay deposiciôn de IgG y/o complemento, de si los oligodendrocitos 
han muerto por apoptosis o por necrosis celular o de si las lesiones y la pérdida de
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mielina se producen en las zonas periventriculares del cerebro o no. Lo cierto es que 
todavia no se conocen los mecanismos moleculares que conducen a esta gran 
heterogeneidad, pero sin duda, esto abre la posibilidad de que exista una 
heterogeneidad genética subyacente. Diversos estudios genéticos han tratado de 
encontrar variantes genéticas asociadas a la mayor o menor severidad de la 
enfermedad, aunque por el momento, ninguno de los estudios ha sido replicado de 
manera concluyente Ademâs, la heterogeneidad existente supone importantes retos 
para desarrollar modelos animales adecuados a cada forma clinica que facilitarân el 
desarrollo de terapias apropiadas para cada modelo.
7) Tratamiento de la EM.
Los principales tratamientos empleados actualmente en la EM actùan afectando a 
diferentes vias. A continuaciôn se detallan de manera resumida:
Inmunomodulacion; el IFN-P es uno de los mejores inmunomoduladores, 
por ello es una de las principales terapias empleadas en EM (Betaferôn®, 
Rebif®, Avonex®). Sus funciones principales son la disminuciôn de la 
expresiôn de las moléculas MHC-II, inhibiciôn de la proliferaciôn de LT, y 
promociôn de la expresiôn de citoquinas Th2 y de la citoquina IL-10. 
Ademâs, las células dendriticas cerebrales aumentan su expresiôn de IL-27, 
inhibidora de la diferenciaciôn a T h l7.
El acetato de glatiramer (Copaxone®) también actùa como 
inmunomodulador. Estâ compuesto por una mezcla controlada de 
polipéptidos disehados para competir con los LT especificos de mielina y 
suprimir la autoinmunidad en el SNC (revisado en
Migraciôn linfocitaria: el Natalizumab (Tysabri®) es un anticuerpo 
monoclonal que se une a la molécula de adhesiôn VLA-4, impidiendo la 
entrada de los LT a través de la BHE. De esta forma, el Natalizumab ha 
demostrado reducir el nùmero de linfocitos CD4+ en LCR. Su efecto 
perdura al menos 6 meses tras el cese del tratamiento
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Inmunosupresiôn: el Fingolimod, que se encuentra todavia en evaluaciôn 
para el tratamiento de la EM, es un inmunosupresor oral que actùa 
secuestrando linfocitos en los ganglios linfâticos secundarios, previniendo 
su migraciôn al SNC
El Alemtuzumab es un anticuerpo monoclonal anti-CD52 que provoca la 
lisis de los linfocitos mediante su uniôn a dicho antigeno, présente en la 
superficie de esencialmente todos los linfocitos B y T, asi como en los 
monocitos, los timocitos y los macrôfagos.
Efecto sobre los LT: el Daclizumab es un anticuerpo monoelonal 
humanizado que se une a la cadena a del receptor de la IL-2 (IL-2Ra o 
CD25), el cual se expresa sôlo en LT activados. Su uniôn imposibilita la 
uniôn de la IL-2, impidiendo la maduraciôn de los LT.
Efecto sobre los LB: el Rituximab es un anticuerpo monoelonal dirigido 
frente a CD20, una proteina présente en la superficie de los linfocitos pre-B 
y LB maduros (no en las células plasmâticas), produciendo la lisis celular. 
Debido a la importancia de los LB en la patogénesis de la EM anteriormente 
mencionada, la eliminaciôn de los LB parece una buena estrategia 
terapéutica frente a la EM.
Actualmente, los tratamientos con Interferôn, el acetato de glatiramer y el 
Natalizumab (este ùltimo en menor medida), son las principales vias terapéuticas 
empleadas en los pacientes de EM.
8) Etiologia de la EM.
Existen datos que apoyan la teoria de que, debido a su distribuciôn geogrâfica, 
la EM debe tener un origen ambiental. Esta teoria viene apoyada por los estudios de 
migraciones, en donde se ha observado que para aquellos inmigrantes procedentes de 
zonas con bajo riesgo a padecer EM, la edad de migraciôn parece ser un factor 
importante en el desarrollo de la misma, probablemente por alguna conexiôn entre la 
exposiciôn a ciertos factores ambientales, como infecciones adquiridas en la nifiez, y 
la EM (Figura 1). Sin embargo, existen también evidencias de una influencia
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genética en la enfermedad. Los datos de estudios con gemelos han demostrado 
consistentemente una mayor prevalencia de la EM entre gemelos monocigôticos (21- 
40%), comparado con los dicigôticos (0-4,7%) Los estudios con gemelos y 
hermanos, los estudios de adopciones y la existencia de gmpos étnicos resistentes a la 
EM, sugieren que los factores genéticos determinan la susceptibilidad pero no son 
sufîcientes por si solos para desarrollar la EM
A pesar de las evidencias que apoyan la existencia de una base genética, cada 
cierto tiempo aparecen nuevas hipôtesis acerca de que la EM pudiera tener una 
etiologia de carâcter infeccioso. Entre los patôgenos potenciales que se han 
relacionado con la EM se encuentran: Chlamydia pneumoniae el Herpesvirus 
humano 6 (HHV-6) y el virus Epstein-Barr (EBV) La evidencia para estas 
hipôtesis se basa en el aislamiento de material genético de dichos patôgenos en 
lesiones de EM, o bien en la existencia de LT y anticuerpos frente a antigenos 
microbianos en pacientes de EM. Sin embargo, y debido a la falta de replicaciôn por 
los distintos grupos, la relevancia de dichos estudios no estâ demasiado clara por el 
momento. Parece que los agentes infecciosos si tienen un papel en la patogénesis de la 
EM, aunque por el momento no estâ bien establecido.
Tal y como se ha comentado anteriormente, la teoria mâs aceptada sugiere que 
la EM tiene una etiolgia multifactorial, en la que tanto factores ambientales como 
genéticos actùan promoviendo la apariciôn de la enfermedad. En este trabajo, nos 
hemos centrado en el estudio genético de la EM, que a continuacôn introducimos.
38
INTRODUCCION
GENETICA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE
La EM es im desorden autoinmune que genéticamente puede definirse como 
una enfermedad compleja, puesto que no signe una herencia mendeliana, en la que 
varios genes con una heredabilidad modesta parecen contribuir al riesgo a que se 
desarrolle
El complejo HLA {Human Leukocyte Antigen) es la region genética mâs 
fuertemente asociada a EM por tanto, dividiremos esta secciôn refîriéndonos 
primero a la asociaciôn del HLA y la EM, y posteriormente a la asociaciôn de genes 
no-HLA a EM.
I) Asociaciôn del HLA con EM
La region HLA es el principal complejo asociado hasta el momento con la 
EM^'. Se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21), y es una de 
las regiones mâs ampliamente estudiadas debido a la contribuciôn de multiples 
variantes de diferentes genes localizados en esta region a diversas enfermedades 
autoinmunes, infecciosas e inflamatorias (Figura 8). La identificaciôn de las variantes 
del HLA causales de estas enfermedades résulta muy complicada debido al elevado 
desequilibrio de ligamiento {Linkage disequilibrium, LD) que existe entre sus genes, 
provocando la formaciôn de haplotipos especificos. Al existir poca recombinaciôn en 
la regiôn, los haplotipos se heredan bastante conservados a través de las distintas 
generaciones de hecho, existen combinaciones alélicas concretas muy conservadas 
a lo largo de la historia, conocidas como haplotipos ancestrales (H.A.), algunos de los 
cuales se encuentran asociados a la EM. El alto LD présente en el HLA complica 
mucho el estudio de factores de susceptibilidad en esta regiôn, ya que el hecho de 
encontrar una asociaciôn de un determinado fenotipo con algùn alelo del HLA no 
permite asegurar que nos encontremos ante la variante etiolôgica, puesto que esa 
asociaciôn podria deberse al alto LD con la verdadera variante causal. A pesar de estas
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limitaciones, se ha podido comprobar como muchas enfermedades autoinmunes 
comparten alelos de susceptibilidad en el HLA, mientras que otros parecen ser 
exelusivos de desôrdenes coneretos
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Figura 8: Esquema de la estructura genética del HLA, situado en la region 6p21 (figura 
extraida de Cavanillas y colaboradores
1.1. ) Asociaciones del HLA de Clase I y II con la susceptibilidad a EM:
Las primeras asociaciones descritas identifîearon mediante tipificaciôn 
serolôgiea a los alelos HLA-A *03 y HLA-B*07 del HLA de clase I como los alelos que 
conferian susceptibilidad a la enfermedad Posteriormente, se observô que estas 
asociaciones se debian al alto LD eon el alelo HLA-DR*02, con el que los alelos HLA- 
A*03 y HLA-B*07 se encuentran formando el H.A. 7.1 Tras la apariciôn de las 
técnicas de biologia molecular, se pudo concretar que el subtipo del alelo HLA-DR*02 
que confîere susceptibilidad a EM es el HLA-DRB 1*15:01, el cual es hoy en dia 
considerado como el principal factor genético asociado a EM Los haplotipos que 
portan el alelo HLA-DR*02 presentan dos genes funcionales, D R Bl y DRB5, que 
codifican cadenas DRB diferentes y, por tanto, formarân dos dimeros diferentes junto 
a la cadena monomôrfica DRA. En poblaciôn caucâsica los alelos HLA-DRBl *15:01 
y HLA-DRB5*01:01 casi siempre forman un haplotipo con los alelos DQA1*01:02 y 
DQB1*06:02, los cuales también estân présentés en el H.A. 7.1 aunque es frecuente
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que el haplotipo se rompa entre los genes de Clase I y de Clase II (Figura 9). En 
poblaciôn caucâsica el haplotipo conservado en Clase II {DRB1*15:01-DRB5*01:01- 
DQAl *01:02-DQB1*06:02) confîere un riesgo relativo (RR) a la enfermedad de 
aproximadamente 3 en heterocigosis y mâs de 6 en homocigosis, y se encuentra 
présenté en el 60 % de los pacientes caucâsicos con EM, mientras que tan sôlo aparece 
en el 20-30 % de los individuos no afectados
La asociaciôn del haplotipo de Clase II: HLA-DRB 1*15:01-HLA- 
DRB5*01:01-HLA-DQA1*01:02-HLA-DQB1*06:02 con la susceptibilidad a EM se 
ha replicado ampliamente en diversas poblaciones caucâsicas Actualmente estâ 
totalmente aceptado que el alelo HLA-DRBl *15:01 es el responsable de dicha 
asociaciôn, siendo asi el principal factor genético de susceptibilidad a EM, lo cual es 
también avalado por diversos estudios realizados en ratones humanizados (revisado 
en Si bien es cierto que numerosos estudios han asociado otros alelos HLA con la 
susceptibilidad/protecciôn a padecer EM en distintas poblaciones y han descrito 
numerosas interacciones epistâticas entre alelos HLA que producen un efecto de 
riesgo o de protecciôn a la enfermedad (Figura 9), el haplotipo de Clase II portador del 
alelo HLA-DRBl *15:01 es el ùnico que ha sido replicado consistentemente en todas 
las poblaciones.
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Figura 9: Representaciôn de las distintas variantes de los genes del HLA asociadas a la EM en
distintas poblaciones (figura extraida de Cavanillas y colaboradores
A pesar del amplio consenso acerca de que el alelo HLA-DRBl *15:01 es el 
principal factor genético de susceptibilidad a EM en poblaciôn caucâsica, existe una 
excepciôn en la poblaciôn de Cerdena, en donde la EM se asocia eon los alelos HLA- 
DRB 1*03:01 y HLA-DRB1*04:05 y no lo hace con el alelo HLA-DRBl *15:01 
(probablemente debido a la baja frecuencia de este alelo en la poblaciôn sarda). En 
esta poblaciôn se ha comprobado que el haplotipo que contiene la combinaciôn 
alélica: HLA-A *30-B*18-TNFalb5-DRBl *03:01-HLA-DQA1 *05:01-HLA-
DQB 1*02:01 (denominado H.A. 18.2), es el haplotipo mâs fuertemente asociado a 
EM
1.2.) Asociaciones del HLA de Clase III con EM.
Los genes de Clase III (Figura 8) codifican citoquinas inflamatorias y otras 
proteinas con un importante papel en la autoinmunidad. Entre ellos se encuentra el 
TNF, la linfotoxina-p {LT-/3) y algunos genes del sistema del complemento. Algunos
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polimorfîsmos en estos genes se han asociado con la EM, aunque es difîcil saber si el 
efecto es debido a ellos o al LD con variantes de genes de Clase I o de Clase IL 
Nuestro grupo de investigaciôn describiô la asociaciôn de un polimorfîsmo localizado 
en el promoter del gen TNF, una transiciôn G/A en la posiciôn -376, con la EM de 
forma independiente al alelo HLA-DRB1*15:01. El alelo A de este polimorfîsmo 
parece aumentar la susceptibilidad a padecer EM
1.3.) Otras asociaciones del HLA con EM
A lo largo de los anos se han realizado multiples estudios de diverses alelos 
del HLA en relaciôn al curso de la enfermedad, tratando de encontrar alguna 
asociaciôn con el mayor o mener grade de severidad de la EM. Sin embargo, todos 
estos estudios han side hasta el memento bastante inconsistentes y contradictories. 
Probablemente, las discrepancias observadas en los diferentes estudios realizados se 
deben a la gran heterogeneidad de la enfermedad, a variaciones étnicas y a la diferente 
selecciôn de las formas extremas, malignas y benignas de la enfermedad. En cualquier 
case, se considéra que la apariciôn de la EM surge de la combinaciôn de determinados 
factores de susceptibilidad y que el perfil genético del individuo permitirâ una mejor 
clasifîcaciôn de los pacientes. Por elle, no es extrano que en ocasiones un factor de 
riesgo genético esté predominantemente asociado a una forma clinica especifîca (o 
incluso al género del paciente), lo que hace indispensable la estratifîcaciôn de los 
enfermos en los estudios de asociaciôn genética.
Los estudios mas recientes estân tratando de analizar posibles interacciones 
del complejo HLA con diversos factores ambientales involucrados en la EM como el 
HHV-6, el EBV, el tabaco o, especialmente en los ùltimos afios, con la sintesis de 
vitamina D en respuesta a la cantidad de radiaciôn ultravioleta recibida 
Adicionalmente, en los estudios con “medios hermanos” se ha podido observar que la 
EM se transmite con una frecuencia mas elevada cuando el progenitor afectado es la 
madré y un estudio canadiense ha mostrado que el alelo HLA-DRBl *15:01 es 
sobretransmitido de las madrés y no de los padres lo que indica la posibilidad 
(actualmente en estudio) de la existencia de fenômenos epigenéticos en el HLA 
asociados a la susceptibilidad a EM.
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2) Asociaciôn de genes no-HLA con EM
Se han realizado muchos esfuerzos para detectar el posible papel de otras 
regiones cromosômicas no-HLA en la susceptibilidad a EM. Inicialmente, los 
marcadores genéticos comùnmente empleados eran los microsatélites (secuencias de 1 
a 6 pares de bases que se repiten en tandem un numéro variable de veces); sin 
embargo, actualmente se utilizan mas los polimorfîsmos de un solo nucleôtido (SNPs, 
Single Nucleotide Polymorphisms). Los microsatélites presentan la ventaja de su 
elevado polimorfîsmo, pero aunque los SNPs aportan menos informaciôn en ese 
sentido, puesto que generalmente son bialélicos, esto se compensa por la gran cantidad 
de SNPs descritos y la posibilidad de analizarlos en elevado numéro de manera 
conjunta. Los principales estudios genéticos llevados a cabo siguieron dos 
aproximaciones diferentes, dividiéndose en estudios de ligamiento y estudios de 
asociaciôn.
2.1.) Estudios de ligamiento en EM
Los estudios de ligamiento se han llevado a cabo para el estudio de genes 
implicados en muchas enfermedades autoinmunes, y se basan en la bùsqueda de 
regiones genéticas que cosegregan con la enfermedad en familias. Para ello se utilizan 
familias multiplex, es decir, familias con varios individuos afectados en dos o mas 
generaciones A pesar de los énormes esfuerzos realizados en este tipo de estudios, 
lo cierto es que tan sôlo la regiôn del HLA se ha visto consistentemente ligada a la 
EM^ .^ En los diversos estudios de ligamiento a gran escala realizados en EM se 
observô alguna evidencia de ligamiento de regiones cromosômicas no-HLA con la 
susceptibilidad a EM, sin embargo, existe muy poca concordancia entre los resultados 
de los distintos estudios, lo que manifîesta la poca efectividad de los estudios de 
ligamiento en la bùsqueda de marcadores genéticos en EM.
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2.2.) Estudios de asociaciôn en EM.
En los ùltimos anos, los estudios de asociaciôn genética han tomado gran 
relevancia en la bùsqueda de genes de susceptibilidad. Estos estudios se basan en la 
poblaciôn general y buscan la asociaciôn entre un determinado alelo y un fenotipo 
concreto. El estudio caso-control es el estudio de asociaciôn mas empleado, y consiste 
en comparar la frecuencia de un alelo concreto en una muestra de individuos afectados 
por la enfermedad con la frecuencia del mismo en una muestra de individuos no 
afectos de la misma poblaciôn. Existen dos tipos de estudios de asociaciôn 
dependiendo de si se parte de una hipôtesis previa (estudio de genes candidates) o no 
(estudios de barrido genômico).
2.2.1) Estudios de genes candidatos:
Este tipo de estudio se basa en el anâlisis de genes que pudieran estar involucrados 
en una enfermedad concreta debido a indicios previos como puede ser su relevancia 
biolôgica funcional La mayoria de los estudios de genes candidatos realizados en 
EM han sido negativos, o bien han obtenido un nivel de significaciôn nominal, no 
pudiendo ser confîrmados en poblaciones independientes Sin embargo, los estudios 
de genes candidatos resultan una herramienta muy ùtil para ayudar a establecer la 
implicaciôn en la enfermedad a estudiar de polimorfîsmos en dicho gen.
Uno de los genes candidatos mas estudiados en EM ha sido el gen de la 
Osteopontina (SPPl), dada la implicaciôn funcional de esta citoquina proinflamatoria 
en la EM. Un anâlisis de microarrays demostrô un exceso en los niveles de trânscritos 
de este gen en las lesiones cerebrales de enfermos de EM aunque por el momento, 
los estudios de asociaciôn no han encontrado ninguna variante de este gen que 
confiera susceptibilidad a la enfermedad de manera consistente.
Los TLRs (Toll-like receptors) son receptores de reconocimiento de patrones 
(RRP) de los llamados patrones moleculares asociados a patôgenos (PAMPs), y su 
activaciôn provoca una cascada de senalizaciôn (a través del factor de diferenciaciôn 
mieloide, MyD88) que activa el factor de transcripciôn NF-kB y la producciôn de
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IFN-P El TLR9 parece ser un buen gen candidate a influir en la susceptibilidad a 
EM, ya que la molécula que codifîca (junto con MyD88) es un mediador esencial para 
la inducciôn de EAE
La familia de las quimiocinas CC ligando (CCL o p-quimiocinas), son 
quimioatrayentes de linfocitos, células dendriticas, monocitos y granulocitos. La 
quimiocina inmunosupresora CCL 18 es un marcador de los denominados macrôfagos 
altemativos M2. La activaciôn altemativa de los macrôfagos M2 résulta en un fenotipo 
antiinflamatorio, expresando niveles bajos de MHC de clase II, menos IL-12 y menos 
ôxido nitrico en comparaciôn con los macrôfagos clâsicos (Ml) Los macrôfagos M2 
son caracteristicos de las lesiones de EM y podrian desempenar un papel clave en la 
detenciôn de la inflamaciôn en las lesiones cerebrales de EM
Las moléculas CCL 18, TLR-9 y osteopontina parecen influir en la 
inmunopatogénesis de la EM, y los genes que las codifîcan son, por tanto, genes 
candidatos a influir en la susceptibilidad a padecer EM.
2.2.2.) Estudios de barrido genômico
Los estudios de barrido genômico o Genome-Wide Association Studies (GWAS), 
son anâlisis de genotipado de SNPs a gran escala que cubren una gran variabilidad 
repartida por todo el genoma humano, cuyo objetivo es identifîcar asociaciones 
genéticas con enfermedades o con rasgos fenotipicos sin una hipôtesis previa Estos 
estudios consiguen cubrir una gran parte de la variabilidad del genoma porque, 
ademâs de la informaciôn obtenida del genotipado de cientos de miles de SNPs, 
emplean el conocimiento del LD entre SNPs generado gracias al proyecto HapMap 
(http://hapmap.ncbi.nlm.nih. gov/) para inferir datos de otro elevado numéro de 
polimorfîsmos Los estudios de barrido genômico han identifîcado con gran éxito 
nuevos factores de riesgo genético en varias enfermedades autoinmunes; sin embargo, 
este método tiene ciertas limitaciones:
- Hasta el momento, los GWAS han identifîcado variantes genéticas comunes, 
con frecuencias de sus alelos minoritarios (MAE, Minor Allele Frequency) 
superiores al 5%, bajas penetrancias y efectos modestos (ORs menores de
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1,5). No obstante, en enfermedades complejas como la EM también pueden 
contribuir variantes con una baja frecuencia (variantes raras) pero con una alta 
penetrancia, que no son recogidos por este tipo de estudio.
- A pesar del gran tamano muestral de los GWAS, es necesario tener una 
potencia estadistica (ver Material y Métodos) suficiente para detectar los 
efectos bajos habituales de las enfermeades complejas.
- En ocasiones, el polimorfîsmo asociado esta en una region con un elevado LD 
entre diversos genes, lo que difîculta atribuir la asociaciôn detectada a un gen 
especifîco.
- A pesar de que los GWAS han resultado utiles para establecer posibles 
mecanismos funcionales que contribuyen a la enfermedad basandose en la 
funciôn de los genes asociados, en ocasiones los genes identificados no han 
permitido establecer ningun mecanismo de acciôn concreto, ya que la funciôn 
de muchos es desconocida.
- Debido al gran numéro de SNPs analizados, es necesaria una elevada 
correcciôn estadistica para evitar falsos positives. El nivel de significaciôn 
aceptado habitualmente suele ser de p=10‘^  ô 10  ^ Sin embargo, en 
ocasiones este nivel de significaciôn es demasiado exigente lo cual hace muy 
utiles los estudios de seguimiento “follow-up"’. Estos estudios analizan en 
nuevas muestras aquellos SNPs con valores de significaciôn que sean algo 
inferiores a 1 0 ^ ô 1 0 ^ en el estudio original.
- A pesar de la elevada correcciôn estadistica, estos estudios pueden producir 
resultados falsos positivos. Por ello, la replicaciôn de las asociaciones 
obtenidas en los estudios de barrido genômico en poblaciones independientes 
se hace fundamental para poder validar la asociaciôn de un gen con la 
susceptibilidad a padecer un desorden concreto como la EM (revisado en *°”).
Los GWAS han identifîcado cientos de SNPs en el genoma humano asociados con 
la susceptibilidad a varias enfermedades del SI, algunos de los cuales son compartidos 
entre varias enfermedades. Este hecho confirma la hipôtesis de que existen 
mecanismos moleculares compartidos que contribuyen a la susceptibilidad de estas 
enfermedades (revisado en °^). Por tanto, el hecho de encontrar una variante de
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susceptibilidad en una enfermedad de carâcter autoinmune, sugiere la posibilidad de 
que dicho efecto exista en otra enfermedad autoinmune distinta (Figura 10).
Ankylosing spondylitis n = 2 
Asthma n = 2 
Autoimmune thyroid disease n = 2 
Coeliac disease n = 9 
Crohn's disease n = 42 
Multiple sclerosis n = 3 
Psoriasis n = 4 
Rheumatoid arthritis n = 10 
Systemic lupus erythematosus n = 18 
Type 1 diabetes n = 15 
Ulcerative colitis n = 7
I
m -
n  T-cell differentiation Q  Innate immunity and TNF signalling | j |  IBO shared
I 1 Immune cell signalling Q  Other cytokines or chemokines Q  Unique or other
Figura 10: Proporcion de genes asociados a enfermedades del SI divididos segun su 
mecanismo de acciôn o categoria. Algunos genes son exclusivos de cada desorden, pero otros 
parecen conferir susceptibilidad a distintas enfermedades (IBD = Inflammatory Bowel Disease, 
Enfermedad inflamatoria intestinal) (figura extraida de Zhernakova y colaboradores °^).
En EM se han realizado fundamentalmente 2 grandes estudios de barrido 
genômico a nivel de poblaciôn caucâsica europea. El primer GWAS de EM lo realizô 
el IMSGC {Internacional Multiple Sclerosis Genetics Consortium) en el ano 2007 
utilizando un anâlisis combinado (con una muestra inicial y otra de replicaciôn) con 
un total de 2322 casos de EM y 5418 individuos control El estudio identified 16 
SNPs no-HLA asociados a EM. De entre los genes identificados, cabe destacar el 
IL2RA (codificante de la cadena a  del receptor de la IL-2) y el IL7R (codificante de la 
cadena a del receptor de IL-7). Ambos genes codifican cadenas exclusivas de 
receptores que reconocen citoquinas fundam entals para, entre otras funciones.
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promover la activaciôn y diferenciaciôn de las células Tregs, en el caso de la IL-2; o 
bien para la regulaciôn del SI adaptative mediante el mantenimiento de un numéro 
suficiente de LT efectores y de memoria, en el caso de la IL-7. Los distintos 
polimorfismos de los genes IL2RA e IL7R que se encontraron fuertemente asociados a 
EM en el GWAS del IMSGC han sido posteriormente replicados en otras 
poblaciones independientes El gQn ANKRD15 {Ankyrin Repeat Domain 15) fue 
también uno de los genes asociados a EM en el citado estudio de barrido genômico 
Este gen podria tener un papel potencial en la reorganizaciôn del citoesqueleto y en la 
formaciôn de neuritas
Posteriormente, en el ano 2009, Baranzini y colaboradores realizaron otro GWAS 
en EM en el que analizaron 551.642 SNPs en 978 casos y 883 contrôles, tratando 
ademâs de estratificar a los pacientes segùn distintos aspectos clinicos de la EM Al 
igual que en el GWAS del IMSGC, el HLA fue con diferencia la regiôn mâs asociada 
a la EM. Con respecto a los SNPs no-HLA, se identificaron 13 nuevas variantes 
localizadas en 8  cromosomas diferentes, asociadas a la EM De los 13 SNPs, cabe 
destacar la asociaciôn de un polimorfîsmo del gen Glipican 5 {GPC5), en el cromsoma 
13. Este gen se habia asociado previamente a la respuesta de los pacientes al 
tratamiento con IFN-P en un GWAS de farmacogenética de EM Los otros 12 SNPs 
se identificaron por vez primera en el GWAS de Baranzini
En el ano 2009, De Jager y colaboradores realizaron un meta-anâlisis con los 
datos de los 2 GWAS mencionados y datos no publicados generados a partir del 
estudio de 860 pacientes de EM del Partners MS Center de Boston Un meta- 
anâlisis es un método que combina los resultados de varios estudios (très en este caso), 
en el que se genera un efecto ponderado de los SNPs incluidos en los mismos y con el 
que se consigue aumentar la potencia estadistica, pudiendo observar, con un umbral 
significativo, efectos modestos que en los estudios individuales no llegaban a 
detectarse. El meta-anâlisis de De Jager identified très nuevos loci (IRF8, CD6 y 
TNFRSFIA) asociados a la EM con el nivel de significaciôn requerido por un 
GWAS^'\ El IRF8 (Interferon Receptor Factor 8 ) es uno de los muchos factores de 
transcripciôn que régula las respuestas a los interferones de Tipo I (a y P); el 
TNFRFSIA {Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily lA) codifica un receptor de 
la superfamilia de TNF el cual, como se ha comentado anteriormente, es fundamental
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en multiples aspectos de la inmunopatogénesis de la EM; y fmalmente el CD6 
{Cluster Differentiation 6 ) esta implicado en la maduracion de la sinapsis 
inmunolôgica entre las CPAs y los LT y ademâs podria tener una funciôn como 
RRP Ademâs, De Jager y colaboradores identificaron al gen PTGER4, codificante 
de un receptor de prostaglandinas E2 y previamente asociado a la susceptibilidad a 
enfermedad de Crohn (EC) como uno de los genes mâs “sugerentes” a conferir 
susceptibilidad a EM, aunque no alcanzô los niveles de significaciôn requeridos
Como se ha comentado anteriormente, la replicaciôn de las senales obtenidas en 
los estudios de barrido genômico en poblaciones independientes es fundamental como 
parte del proceso de identificaciôn de las variantes asociadas a enfermedades 
complejas.
Debido a las posibles diferencias poblacionales entre las muestras empleadas en 
los GWAS y la de nuestra poblaciôn espanola (diferente LD entre la variante causal y 
los marcadores asociados en las distintas poblaciones; diferencias en las interacciones 
gen-ambiente o gen-gen entre distintas poblaciones...), se hace fundamental la 
replicaciôn de las asociaciones de los genes citados obtenidos en los estudios de 
barrido genômico en poblaciôn espanola para, de esta forma, conocer el efecto de estas 
variantes en nuestra poblaciôn.
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OBJETIVOS
Los objetivos del présente estudio son:
1. Estudio de genes no-HLA candidatos a influir en la susceptibilidad 
a EM.
Debido a la potencial importancia funcional de las moléculas TLR-9, CCL-18 y 
osteopontina en la inmunopatogénesis de la EM, hemos analizado la posible 
asociaciôn de los genes codificantes de dichas moléculas (TLR9, CCL18 y SPPl, 
respectivamente) con la susceptibilidad a padecer EM en poblaciôn espanola.
2. Estudio de replicaciôn en poblaciôn espanola de asociaciones no- 
HLA con EM previamente publicadas en estudios de barrido 
genômico.
Nuestro segundo objetivo ha sido tratar de replicar algunas de las asociaciones 
obtenidas en los estudios de barrido genômico en EM para establecer el efecto de las 
variantes analizadas en poblaciôn espanola. Se han analizado los genes 1L2RA, 1L7R y 
ANKRD15 del estudio del IMSGC los 12 SNPs mâs fuertemente asociados en el 
GWAS de Baranzini y colaboradores y los très genes recientemente identificados 
en el meta-anâlisis de De Jager {IRF8, CD6 y TNFRSFIA), ademâs del gen PTGER4, 
cuya asociaciôn a EM se sugiere también en dicho estudio
3. Anâlisis de la posible asociaciôn del haplotipo ancestral del HLA  
18.2 con EM en poblaciôn espanola.
Debido a la asociaciôn de dicho haplotipo con el riesgo a padecer EM en poblaciôn de 
Cerdena, nuestro objetivo ha sido analizar si el haplotipo ancestral 18.2 se encuentra 
asociado con la susceptibilidad a EM en poblaciôn espanola.
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4. Anâlisis de la asociaciôn del haplotipo ancestral 18.2 en relaciôn a 
la sintesis intratecal de IgM en pacientes de EM.
Como consecuencia de los resultados obtenidos en el objetivo 3, nuestro ultimo 
objetivo fue analizar la posible asociaciôn del haplotipo ancestral 18.2 en pacientes de 
EM con o sin presencia de IgM oligoclonal en LCR, analizando por tanto, la posible 
asociaciôn del citado haplotipo con un peor pronôstico de la enfermedad.
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MATERIAL Y METODOS
PACIENTES Y CONTROLES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO
1) Pacientes de Esclerosis Multiple
Para la realizaciôn de este trabajo se contô con un mâximo de 691 enfermos 
de EM recopilados consecutivamente en el Servicio de Neurologia (Unidad de 
Esclerosis Multiple) del Hospital Clinico San Carlos (HCSC) de Madrid. Todos los 
pacientes tienen ascendencia espanola y fueron diagnosticados siguiendo los criterios 
de Poser De todos los pacientes se obtuvo el consentimiento informado para la 
realizaciôn de este estudio.
La distribuciôn de los pacientes es la siguiente:
- Sexo: la EM afecta principalmente a mujeres en una proporciôn de 2:1 con 
respecto a los hombres en la poblaciôn mundial. La distribuciôn en nuestra 
poblaciôn de pacientes signe la tendencia esperada con un 63,4% de mujeres. 
Del 1,9% de los pacientes no se conoce este dato.
- Edad: la edad de debut media en nuestra poblaciôn de pacientes de EM es 
de 28,9 ± 8 , 8  anos, con un rango distribuido entre los 3 y los 56 anos. La edad 
media de los pacientes en el momento de los anâlisis fue de 44,0 ± 10,1 anos.
- Formas Clinicas: el 76,6% de los pacientes se incluyeron dentro de la forma 
clinica Remitente-Recurrente (RR); el 9,9% fueron diagnosticados con la 
forma Primaria-Progresiva (PP) y el 6,4% pertenecen a la forma clinica 
Secundaria-Progresiva (SP). Del 7,1% de los pacientes se desconoce este dato.
2) Contrôles
La poblaciôn de individuos control estâ formada por un mâximo de 882 
individuos de ascendencia espanola, que fueron recopilados consecutivamente a lo 
largo del estudio. Las muestras proceden fundamentalmente de donantes de sangre y 
empleados del HCSC sin enfermedades de base inmunolôgica ni antécédentes 
familiares de las mismas. Todos los participantes en el estudio dieron su 
consentimiento informado para participar en el mismo.
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Se distribuye:
- Sexo: el 53,7% de los individuos incluidos en el grupo control son mujeres.
- Edad: la edad media de los contrôles en el momento de la toma de muestra 
es de 42,0 ± 16,7 anos.
PREPARACIÔN DE LAS MUESTRAS
1) Extraccion de DNA
El DNA empleado en nuestro estudio se consiguio a partir de los leucocitos 
extraidos de una muestra de 10 ml de sangre periférica. La extraccion de DNA se llevo 
a cabo mediante dos métodos:
- ^^Salting o u f \  Este método se empleô para la extraccion de DNA 
genômico a partir de sangre periférica tal y como se ha descrito 
anteriormente Se utilizô en la mayoria de muestras de enfermos y 
contrôles.
- Extraccion de DNA con particulas magnéticas. Este método de 
extracciôn se empleô en las muestras de sangre periférica obtenidas en el 
Hospital Ramôn y Cajal (Madrid) para el estudio de enfermos de EM con 
bandas IgM. La extracciôn se llevô a cabo con el MagNA Pure Compact 
Nucleic Acid Isolation Kit {Roche, Mannheim, Alemania), empleando las 
condiciones establecidas en el protocole. El principio de este método de 
extracciôn se basa en la inmovilizaciôn de los âcidos nucleicos en la 
superficie de las particulas de cristal magnéticas o MGPs {Magnetic Glass 
Particles).
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2) Cuantificacion de DNA v estimacion de su pureza
Tras la extraccion de DNA genômico, se cuantiflcô su concentraciôn mediante 
espectrofotometria (NanoDrop 1000, Thermo Scientific, Wilmington, DE, 
USA) midiendo la absorbancia a 260 nm y teniendo en cuenta que una unidad de 
densidad ôptica (DO) corresponde a una concentraciôn de 50 ng/pl. La pureza del 
DNA se estimô mediante el ratio entre la absorbancia a 260 nm y la absorbancia a 
280 nm, aceptando como valor adecuado los ratios superiores a 1,7.
Con los datos obtenidos por espectrofotometria se hicieron los câlculos para 
realizar diluciones a 1 0  ng/pl en agua destilada de todas las muestras empleadas 
en la mayoria de estudios genéticos.
GENOTIPADO DEL HLA
1) Genotipado mediante la técnica PCR-SSOP
Para estudiar los genes de HLA de Clase II DRBl, DQAl y DQBl se empleô 
la técnica PCR-SSOP {Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific 
Oligonucleotide Probe). Esta técnica consiste en la amplificaciôn mediante una 
PCR genérica del segundo exôn de cada uno de estos loci, tras la cual el producto 
es transferido a una membrana de nitrocelulosa mediante la técnica del Dot-Blot. 
Posteriormente, los productos transferidos se hibridan con sondas 
oligonucleotidicas especifïcas de alelo marcadas con digoxigenina para procéder 
al revelado e interpretaciôn de los resultados. Esta técnica se empleô para el 
genotipado de dichos genes HLA en la mayoria de muestras de enfermos y 
contrôles.
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2) Genotipado del alelo H LA-DRB1*15:01
Dentro del alelo DR2 del gen HLA-DRBl, el subtipo HLA-DRBl *15:01 es el 
principal factor genético de susceptibilidad a EM. Para conocer si los individuos 
de nuestro estudio eran portadores de este alelo se realizô en todas las muestras de 
pacientes y contrôles el genotipado del SNP rs3135388 mediante tecnologia 
TaqMan, técnica que se explicarâ detalladamente mâs adelante. Este SNP (ver 
Tabla 1), situado en la regiôn 3' del gen HLA-DRA, se validô para analizar la 
presencia o ausencia del alelo HLA-DRBl *15:01, ya que estâ descrita una 
correlaciôn entre ambos mayor de 0,94 Esta correlaciôn fue confirmada en 
posteriores estudios ratifîcando a este SNP como buen marcador de la 
presencia/ausencia del alelo HLA-DRBl *15:01. En nuestra muestra, existe una 
concordanca del 97% entre el genotipado de dicho alelo (mediante PCR-SSOP) y 
del SNP (mediante TaqMan).
El 31,4% de nuestros pacientes de EM son portadores del alelo HLA- 
DRBl *15:01 trente al 11,1% en contrôles, lo que confirma a este alelo como 
factor de susceptibilidad también en nuestra poblaciôn.
3) Genotipado mediante tecnologia Lum inex
Para el genotipado de los genes de HLA de Clase I HLA-A y HLA-B y de 
Clase II DRBl, DQAl y DQBl, se empleô el sistema Luminex utilizando el kit 
Lifecodes HLA-SSO {Terpenel-Diagnostics, Oxon, UK) y el software Life-Match 
(Terpenel-Diagnostics, Oxon, UK). Tras realizar una PCR (utilizando 85 ng de 
DNA) con primers biotinilados de los distintos loci se procédé a la identificaciôn 
de sus distintos alelos mediante la hibridaciôn con oligonucleôtidos especiflcos de 
secuencia {Sequence Specific Oligonucleotides, SSO). El sistema Luminex, que se 
basa en los principios de la citometria de flujo, consta de 1 0 0  poblaciones de 
microesferas, cada una de ellas con una sonda especifîca en su superficie y una 
fluorescencia ùnica que la diferencia del resto. Una vez producida la hibridaciôn:
60
MATERIAL Y METODOS
amplicôn-sonda-microesfera, la senal de fluorescencia emitida puede ser 
cuantificada mediante el uso de sondas secundarias marcadas con ficoeritrina.
Esta técnica se empleô en el estudio del HLA en pacientes de EM que 
presentaban bandas oligoclonales de IgM en LCR (ver mâs adelante).
GENOTIPADO DE GENES FUERA DE LA REGION HLA
I) Anâlisis de Polimorfismos de un Solo Nucleôtido (SNPs)
Para el anâlisis de polimorfismos de un solo nucleôtido (SNPs) se han 
utilizado sondas especifïcas de alelo marcadas con fluorescencia. En nuestro 
laboratorio, hemos empleado tecnologia TaqMan {Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA). La comercializaciôn de ensayos TaqMan se basa, por una lado, en 
una MasterMix comùn a todos los ensayos compuesta de la enzima DNA 
polimerasa (Taq Gold), nucleôtidos, buffer, MgCb y amperasa (para la 
degradaciôn de cualquier amplicôn inespecifico). Por otro lado, se comercializan 
los ensayos para cada SNP en los se que incluyen los primers y las sondas 
especifïcas. Las sondas se encuentran marcadas en su extremo 5' con un 
fluorôforo F AM (6 -carboxifluoresceina) o VIC (4, 7, 2 ,4 ,5 ,7',-hexacloro-6- 
carboxifluoresceina), y en su extremo 3' presentan un quencher con actividad 
“secuestradora” de fluorescencia. La técnica, basada en una PCR a tiempo real, 
asume que si la sonda encuentra el fragmente de DNA complementario se unirâ a 
él de manera especifica. Al encontrar la sonda hibridada, la DNA polimerasa 
mediante su actividad exonucleasa 5 '^  3' actuarâ degradândola, provocando la 
liberaciôn del quencher y permitiendo asi la emisiôn de fluorescencia. De esta 
forma, dependiendo del fluorocromo que emita la senal, sabremos qué alelo/s 
estân présentes en cada muestra (Figura 11).
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Primer reversePrimer forward
Sonda Sonda
C/T
Fragmento de DNA
\ ©
Primer forward
Fluorôforo Vie 
Quencher 
Fluorôforo Fam 
^H GB^  Minor groove binder
Polimerasa 
AmpliTaq Sold ®
Figura 11: Esquema del proceso de la RT-PCR realizada con tecnologia TaqMan. Cuando 
la sonda marcada encuentra el fragmento de DNA complementario, se unira a él de manera 
especifica, permitiendo que la polimerasa degrade la sonda y se produzca la liberaciôn del 
quencher, emitiéndose fluorescencia.
Todos los SNPs incluidos en este estudio, excepto los correspondientes al 
estudio de replicaciôn de Baranzini y colaboradores fueron analizados 
mediante ensayos TaqMan empleando el equipo ABI PRISM 7900HT {Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) bajo las siguientes condiciones de PCR:
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- 2 min a 50®C (activaciôn de la enzima amperasa).
- 10 min a 95®C (activaciôn polimerasa).
- 40 ciclos: 15 seg a 92®C (desnaturalizaciôn) y 1 min a 60®C (hibridaciôn 
y elongaciôn).
La selecciôn de los SNPs analizados (Tabla 1) se realizô en base a la literatura 
previa cuando se trata de validarlos como factores de susceptibilidad a EM por 
haberse asociado previamente en otras poblaciones a EM o a otras enfermedades 
de carâcter autoinmune.
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2) Anâlisis de Microsatélites
Los microsatélites son repeticiones en tandem de secuencias formadas por 
entre uno y seis nucleôtidos, un numéro variable de veces. El estudio de 
microsatélites résulta ùtil por su posible funciôn como marcador genético, es 
decir, que la asociaciôn de algùn alelo de un microsatélite con la EM 
probablemente esté indicando la existencia de algùn factor en desequilibrio de 
ligamiento con el mismo que pudiera ser la variante etiolôgica de la enfermedad.
El estudio de microsatélites se realiza mediante una PCR que emplea primers 
especiflcos, uno de ellos marcado en su extremo 5' con un fluorôforo (FAM o 
HEX). El tamano del amplicôn variarâ segùn el nùmero de repeticiones del 
microsatélite que présenté la muestra. En nuestro caso, se llevô a cabo el anâlisis 
de microsatélites para el estudio del gen TNF en pacientes de EM con bandas 
oligoclonales de IgM en LCR. Se estudiaron dos microsatélites: TNFa y TNFb 
(ambos son inserciones/deleciones) localizados a 3,5 kb del gen TNF. Los primers 
empleados fueron:
TNFa\ Primer Forward: 5 HEX- GCCTCTAGATTTCATCCAGCGCACAG-3 ' 
Primer Reverse: 5 -CCTCTCTCCCCTGCAACACACA-3 '
TNFb: Primer Forward: GCACTCCAGCCTAGGCCACAGA-3
Primer Reverse: 5 TAM-GTGTGTGTTGCAGGGGAGAGAG-3 '
La amplificaciôn se lleva a cabo en condiciones ôptimas para ambos 
microsatélites: 10 min a 95®C, 38 ciclos (25 seg a 95°C, 25 seg a 58®C y 30 seg a 
72°C) y 7 min a 12°C para la elongaciôn final.
El amplicôn se mezcla con formamida (agente desnaturalizante) y con un 
marcador de tamafio de fragmentes de DNA (GeneScan ROX 400HD, Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA). Tras desnaturalizar (5 min a 95°C), se lleva a 
cabo una electroforesis capilar en el secuenciador ABI PRISM ® 3100 Genetic 
Analizer {Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), mediante la cual los 
distintos fragmentes son separados segùn su tamano y por tanto, su emisiôn de
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fluorescencia se produce en momentos distintos. El software GeneMapper v.32 
{Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) indica el tamano del fragmento a 
partir del momento de la emisiôn de fluorescencia y asigna el alelo del 
microsatélite correspondiente.
Los dos microsatélites presentan un amplio rango en el tamano de fragmentes 
debido a su alto grado de variabilidad.
TNFa: su tamano es de 95-123 pb. Présenta 13 alelos con una 
diferencia de dos nucleôtidos entre alelos consecutivos.
TNFb: su tamano es de 124-131 pb. Présenta 7 alelos con una 
diferencia de un nucleôtido entre alelos consecutivos.
Cabe destacar la importante correlaciôn entre los distintos alelos de ambos 
microsatélites en nuestra poblaciôn, lo que permite la determinaciôn de 
haplotipos.
ESTUDIOS M ULTICÉNTRICOS
A lo largo del présente estudio, se han llevado a cabo diversos estudios 
multieéntricos empleando muestras de EM y contrôles de hasta cuatro regiones de la 
geografîa espanola, con un total de 2863 paeientes de EM diagnosticados segùn los 
criterios de Poser y 2930 contrôles. Los pacientes y contrôles fueron reclutados de 
la siguiente forma:
460 casos y 462 contrôles de Barcelona (Hospital Vail d'Hebron y 
Hospital Clinic).
535 casos y 536 contrôles de Madrid (Hospital Clinico San Carlos).
777 casos y 706 contrôles del Pais Vasco [Hospital de Basurto (Bilbao) y 
Hospital de Donostia (San Sebastian)].
1092 casos y 1226 contrôles de Andalucia [Hospital Virgen Macarena 
(Sevilla), Hospital Carlos Haya (Malaga), Hospital Clinico (Granada), 
Hospital Virgen de las Nieves (Granada) y Banco de Sangre (Granada)].
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Las caracteristicas clmicas y demograficas de todos los pacientes y contrôles 
incluidos en los estudios multicéntricos quedan resumidas en la Tabla 2.
Tabla 2: Caracteristicas demograficas y clmicas del total de pacientes y contrôles 
incluidos en los estudios multicéntricos (Madrid, Barcelona, Pais Vasco y Andalucia).
1 Génère N (%) I
Mujeres 1907 (6 6 ,6 ) 2004 (68,4)
Hombres 956 (33,4) 926 (31,6)
Ratio mujeres/hombres 2 2,1
1 Edad de debut I
Media 29,9 ± 10,3 -
Rango 6 - 6 8 -
1 Edad de anâlisis I
Media 36,1 ± 12,2 38,0 ± 10,1
Rango 13-85 10-90
1 Curso de la enfermedad N (%) I
RR 2047 (75,2) -
SP 472 (17,3) -
PP 158 (5,8) -
PR 13 (0,4) -
CIS 32(1,0) -
Sin datos 99 -
RR = Remitente-recurrente; SP = Secundaria-progresiva; PP = Primaria- 
progresiva; PR = Primaria-recurrente; CIS = Sindrome clinicamente 
aislado.
Uno de los estudios multicéntricos llevados a cabo en este trabajo, es un anâlisis 
de replicaciôn de los SNPs asociados a EM en el GWAS de Baranzini y 
colaboradores*^^. Para dicho estudio se genotiparon 13 SNPs mediante la plataforma 
iPLEX^^ Sequenom MassARRAY en el Centro Espanol de Genotipado (CEGEN, 
Santiago de Compostela, www.cegen.org). La concentraciôn de todas las muestras de 
DNA tue previamente medida con Picogreen {Molecular Probes).
Se realizaron diversas pruebas de control de calidad:
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Se genotiparon los 13 SNPs en dos trios de muestras CEPH para 
descartar inconsistencias mendelianas que pudieran revelar el fallo 
de la técnica para cada SNP.
El 10% de las muestras (escogidas aleatoriamente) fueron 
genotipadas por duplicado, observando una concordancia con los 
resultados iniciales de mas del 99,9%.
Solo fueron analizados aquellos SNPs que presentaron un éxito de 
genotipado mayor del 95% y cuyas frecuencias alélicas se 
ajustaran a los valores esperados bajo el equilibrio de Hardy- 
Weinberg (HWE) en contrôles.
Como consecuencia de dichos contrôles de calidad, fueron descartados dos SNPs 
de los 13 iniciales (rs397020 y rs908821), de forma que fînalmente fueron analizados 
11 SNPs en las 4 muestras de poblacion espafiola (Tabla 3).
Tabla 3: Relaciôn de los SNPs analizados para el estudio de replicaciôn de Baranzini y 
colaboradores
2ql4.2 ENl rs651477 3 ' Intergénico C/T
2p25.1
2p25.1
DDEF2
TR1B2
rs 1109670 
rs7607490
5' Intergénico 
Promoter
A/C
Â/G
3q24 ZlCl rs 1841770 3 ' Intergénico G/T
A/G4q35.1 MGC45800 rs7672826 Intergénico
8p23.2 CSMDl rs 1529316 rs2049306
Intrôn 5 
Intrôn 5
C/T
G/T
9q22.33 TBC1D2 rs 16914086 Intrôn 5 A/G
9p22.2 SH3GL2 rsl755289 5 ' Intergénico C/T
12ql2 PDZRN4 rsl458175 Intrôn 7 A/C
13q31.3 GPC5 rs9523762 Intrôn 8 A/G
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DETECCION DE BANDAS OLIGOCLONALES IGM  EN PACIENTES 
PE  EM. ESTUDIO DEL HLA EN PACIENTES IgM+ E IgM-
La presencia de Bandas Oligoclonales (BOC) en LCR de pacientes con EM es 
uno de los criterios diagnosticos y pronosticos de la enfermedad. Concretamente, la 
deteccion de BOC de IgM en LCR de pacientes de EM es un importante marcador 
para conocer el curso de la enfermedad
La deteccion de BOC en suero y en LCR se realiza mediante la técnica del 
isoelectroenfoque (lEF), que se basa en la separaciôn de proteinas segùn su punto 
isoeléctrico dentro de un gradiente de pH generado por electroforesis y estabilizado 
mediante el uso de anfolinas (Pharmalite, Sigma, St. Louis, MO, USA). Las muestras 
de suero y LCR de cada paciente deben igualarse segùn su concentraciôn de IgM. Una 
vez igualadas deben reducirse, ya que el alto peso molecular de la IgM pentamérica 
hace imposible su separaciôn electroforética. Tras la electroforesis, las proteinas se 
transfieren pasivamente a una membrana de nitrocelulosa para la posterior 
identificaciôn de la IgM mediante su uniôn al anticuerpo monoclonal anti-IgM 
humana {Sigma, St. Louis, MO, USA) marcado con biotina. Después del revelado con 
estreptavidina-fosfatasa alcalina se procédé a la interpretaciôn de resultados.
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S s s
Figura 12: Patrones de bandas IgG obtenidos de muestras pareadas de suero (S) y LCR (G) de 
pacientes con distintos desôrdenes neurolôgicos (la interpretaciôn es idéntica en el caso de la 
detecciôn de bandas IgM). 1 y 2: Patrones negatives; 3 y 4: Patrones “mayor que” consistente 
en la presencia de bandas oligoclonales en suero con algunas bandas adicionales en la muestra 
pareada de LCR; 5; Patrôn positive (patrôn policlonal en suero y presencia de bandas 
oligoclonales IgG en su muestra pareada de LCR) de un paciente con EM con la forma clinica 
Remitente-recurrente (figura extraida de Villar y colaboradores
Para nuestro estudio, fueron considerados pacientes positives para la 
producciôn de bandas IgM aquellos que tuvieran producciôn oligoclonal restringida a 
LCR de IgM anti-lipido (JgM+) (Figura 12, patrôn 5). Todos los demâs patrones de 
bandas (patrôn negative, patrôn en espejo o patrôn “mayor que”) fueron considerados 
pacientes negatives para la producciôn de IgM anti-lipido en LCR (IgM-).
Llevamos a cabo un estudio del HLA en pacientes de EM IgM+ e IgM- para 
analizar posibles factores de susceptibilidad diferenciales entre ambos grupos. Para 
este estudio fueron incluidos 159 pacientes de EM de la forma clinica RR s in 
tratamiento y diagnosticados segùn los criterios de McDonald De elles, 61 
presentaron bandas oligoclonales (IgM+), y 98 individuos carecian de dichos 
anticuerpos (IgM-). La recogida de las muestras, el diagnôstico de las mismas y el 
criterio IgM+ e IgM- fue realizado en el Servicio de Inmunologia del Hospital Ramôn 
y Cajal de Madrid.
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Tras el diagnôstico, se extrajo el DNA a partir de muestras de 10 ml de sangre 
de estos pacientes con el MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit {Roche, 
Mannheim, Alemania) (ver apartado 2.a). El genotipado de las muestras en el Servicio 
de Inmunologia del HCSC fue ciego para el estatus IgM de los pacientes de EM.
DETECCION P E  LA REPLICACION ACTIVA DE HHV-6
Los sueros fueron extraidos a partir de sangre periferica de 8 6  pacientes de 
EM y se analizaron para la presencia de HHV- 6  a los 6 , 12, 18 y 24 meses en un 
estudio de seguimiento. La inclusiôn en el grupo HHV-6 (+) supuso al menos una 
detecciôn del virus; mi entras que el grupo HHV-6 (-) lo conformaron pacientes sin 
ninguna detecciôn de HHV- 6  en el seguimiento de dos ados. Tras la extracciôn de 
DNA a partir de 1 ml de suero siguiendo las instrucciones del fabricante {DNA Spin 
Column, QIAamp Ultrasens Virus Kit, QIAGEN, Hilden, Alemania), este se eluyô en 
50 pi de agua libre de nucleasas. Para la detecciôn de las hebras comunes de las 
variantes A y B del HHV-6 , se realizô una PCR cuantitativa con primers especificos 
descritos anteriormente En el présente estudio solo se tuvieron en cuenta los 
pacientes positivos para la variante A del HHV-6 , especifîca para EM La 
replicaciôn activa de HHV- 6  fue analizada en un grupo de 400 contrôles, de los cuales 
ninguno resultô ser positivo. La detecciôn de la replicaciôn activa de HHV- 6  en 
pacientes de EM fue realizada en el Servicio de Neurologia del HCSC.
ESTUDIO FUNCIONAL DE DOS SNPs NO SINONIMOS DEL GEN  
CD6
Mediante mutagenesis dirigida se introdujeron los alelos mutantes 
correspondientes para generar los polimorfîsmos rsl 131368 y rsl 131369 del gen CD6. 
Para realizar esta técnica se disenaron previamente los primers que incluyen la 
mutaciôn que deseamos introducir (en negrita) mediante el software Primer3 v.0.4.0. 
(http ://frodo. wi.mit.edu/primer3 h  :
72
MATERIAL Y METODOS
- rsll31368 Forward: 5'ATACACCATCCCCAAAtAAGTTTTCATGCTGC 3'
Reverse: 5 GCACGATGAAAACTTaTTTGGGGATGGTGAT 3
- rsll31369 Forward: 5'CACCATCCCCAAAGAtGTTTTCATGCTGCCC 3'
Reverse: 5'GGGCAGCACGAAAACaTCTTTGGGGATGGTG 3'
La mutagenesis dirigida se llevo a cabo con el kit QuickChange® Lightning 
Site-directed Mutagenesis Kit {Stratagene, La Jolla, CA, USA), con el cual se 
introdujeron las mutaciones en el plasmido compuesto por el cDNA de CD6 (2Kb) y 
el vector pHp (10 Kb) (la validacion de este plasmido fiie previamente realizada en el 
Servicio de Inmunologia del Hospital Clinic de Barcelona). El kit sigue los pasos 
habituales de cualquier PCR, empleando los primers mutagénicos previamente 
disenados. Tras la PCR, se procédé a la digestion del DNA parental mediante la 
enzima Dpnl (incluida en el kit) que digiere cualquier DNA metilado o hemimetilado 
caracteristico de sintesis bacteriana. Finalmente se procédé a la transformacion de 
bacterias compétentes {Escherichia coli) mediante un shock térmico de 10 minutos a 
42”C que permita la intemalizacion del plasmido (este proceso se realizô siguiendo las 
instrucciones del fabricante). Las bacterias son posteriormente cultivadas en LB-agar 
para su crecimiento y extracciôn del DNA con el Bacterial Genomic Miniprep Kit 
{Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), tras lo cual se comprueba si la mutaciôn se ha 
introducido en el plasmido mediante secuenciaciôn en el ABI PRISM ® 3100 Genetic 
Analizer {Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Una vez comprobado que los plasmidos bacterianos contienen la mutaciôn 
deseada para cada polimorfismo, se procediô a la transfecciôn de células COS-7 
(obtenidas del American Tissue Culture Collection), caracterizadas por no expresar la 
molécula CD6  en su membrana. Las células COS-7 se cultivaron en DMEM 
{Dulbecco’s Modified Eagle Médium, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) suplementado 
con 10% FCS {Fetal Calf Serum) {BioWhittaker, Walkersville, MB, USA), 2 mM L- 
glutamina, 50 U/ml de penicilina G y 50 pg/ml de estreptomicina. La transfecciôn se 
llevô a cabo en 200.000 células/pocillo (plaça de 6  pocillos) empleando 1 pg de DNA 
plasmidico y 2,5 pl de lipofectamina {Lipofectamine 2000, Invitrogen, Carlsbad, CA,
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USA) durante 5 horas, creando una capa lipidica alrededor del plasmido que permite 
su intemalizacion en las células. Se realizaron transfecciones con cuatro plasmidos:
a) Wild-type (pHp-CD6  WT).
b) Mutado (pHp~CD6  mut S/A) (control negativo validado en el servicio de 
Inmunologia del Hospital Clinic, Barcelona).
c) pHp-CD6  rsl 131368.
d) pHp-CD6  rsl 131369.
A las 48 horas del proceso de transfecciôn, se estimulan los cultivos 
celulares. Para la estimulaciôn, las células COS-7 fueron lavadas varias veces con PBS 
{Phosphate Buffered Saline) y permanecieron en el medio de cultivo libre de FCS 
durante 24 horas, tras lo cual las células fueron incubadas en 1 ml de DMEM durante 
4 horas a 37°C. Las células fueron entonces estimuladas a 37®C durante 1 hora con las 
siguientes soluciones:
a) Estimulaciôn basal (control negativo).
b) Estimulaciôn con anti-CD6  monoclonal (10 pg/ml) {Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA).
c) Estimulaciôn con PMA (acetato de miristato forbol) (50 pg/ml) (control 
positivo) {Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA.).
Tras la estimulaciôn, las células fueron lavadas una vez con PBS y lisadas en 
tampôn de lisis Tritôn X-100 conteniendo: 20 mM Tris (pH 7,5); 150 mM NaCl; 1 
mM EDTA {ethylenediaminetetraacetic acid); 1 mM EOT A {ethylene glycol 
tetraacetic acid); 1% Triton-XlOO; 1 mM Na3V0 4  y tabletas inhibidoras de proteasas 
“Complete” {Roche, Mannheim, Alemania). Los nùcleos y deshechos celulares fueron 
descartados mediante centrifugaciôn a 8000g durante 15 minutos y la concentraciôn 
proteica se midiô mediante el "PCA protein assay reagent k if' {Pierce, Rockford, IL, 
USA) siguiendo las instmcciones del fabricante. Se corrieron 50 pg de los lisados 
celulares en un gel de poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS) al 10% y posteriormente 
fueron transferidos por electroforesis a membranas de nitrocelulosa {Bio-Rad,
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Hercules, CA, USA). Tras el bloqueo con leche en polvo desnatada al 5% en TBS 
{Tris-buffered Wme)-Tween 20, las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°C 
con el anticuerpo monoclonal indicado diluido en TBS-Tween 20 conteniendo un 5% 
de leche en polvo desnatada. Los anticuerpos monoclonales estudiados se emplearon 
para determinar los niveles de dos proteinas de la cadena de las MAPK {Mitogen- 
activated protein kinases): pERK {phosphorilated-Extracellular-Signal-Regulated 
Kinases) y pMEK {phosphorilated-MAP Kinase) {Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA), las cuales son fosforiladas en la via de activacion de la molécula CD6 . Tras tres 
lavados con TBS-Tween 20, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo 
secundario-HRP {horseradish peroxidase) apropiado {Amersham Biosciences, 
Fairfield, CT, USA) durante 60 minutos a temperatura ambiente.
Por otro lado, se midiô la expresiôn de CD6  en la membrana celular mediante 
una biotinaciôn (siguiendo las instrucciones del fabricante) de las células COS-7 
después de haber sido transfectadas con los plasmidos anteriormente citados. La 
biotina {Pierce, Rockford, IL, USA) se unira a todos los grupos NH3 de la membrana 
celular y posteriormenete, mediante una inmunoprecipitaciôn con bolas de Sefarosa- 
proteina A {GE-Healthcare, Fairfield, CT, USA) y con anti-CD6  monoclonal {Sigma- 
Aldrich, St. Louis, MO, USA), conseguimos precipitar toda la fracciôn de CD6  
expresado en la membrana celular y cuantifîcar (también mediante Western-Blot) la 
cantidad de CD6  que se expresa en la membrana tras la transfecciôn con los distintos 
plasmidos.
Tras tres lavados con TBS-Tween 20, los anticuerpos unidos se detectaron 
mediante quimioluminiscencia con el SuperSignal West Dura extended duration 
substrate {Pierce, Rockford, IL, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las 
membranas fueron analizadas mediante la utilizaciôn del LAS3000 luminescent imager 
{Fuji, Tokio, Japon). Los anâlisis densitométricos se llevaron a cabo con el software 
Scion Image (http://www.scioncorp.com/).
Hasta el momento se desconoce cual es la frecuencia alélica de los SNPs 
rsl 131368 y rsl 131369 en poblaciôn caucâsica, asi que se decidiô genotipar estos 
polimorfîsmos en nuestra muestra de pacientes de EM y de contrôles para conocer 
tanto sus frecuencia alélicas en poblaciôn espafiola como su posible implicaciôn como
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factores de susceptibilidad en EM. El genotipado se realizô con la tecnologia TaqMan 
anteriormente citada.
Todos los estudios funcionales realizados para el estudio de la molécula CD6 
fueron realizados en el Servicio de Inmunologia de Hospital Clinic de Barcelona. Los 
estudios de genotipado de los distintos SNPs del gen CD6 se realizaron en el HCSC.
ANALISIS DE RESULTADOS
1) Calidad del genotipado
Hemos empleado distintas aproximaciones a lo largo de nuestro estudio para 
comprobar tanto la calidad del genotipado de nuestras muestras como la calidad en el 
anâlisis de los datos previos a la estadistica.
Éxito del genotipado; para todos los SNPs y microsatélites 
estudiados se analizô la tasa de éxito de genotipado (numéro de muestras genotipadas 
con éxito/ numéro de muestras totales *100), alcanzando en todos los casos una tasa 
superior al 95%.
Sesgo de los datos: en todos los casos en los que se genotipô mâs 
de un SNP para un gen determinado, se estudiô el posible sesgo en el genotipado de 
los polimorfîsmos. En aquellos individuos en los que no se obtuvo el genotipo para un 
SNP, se comprobô si este hecho podfa ser debido a la existencia de algùn 
polimorfîsmo o mutaciôn no conocida en esa regiôn, lo que podria implicar una 
frecuencia alélica diferente a la esperada en otro SNP correlacionado.
Equilibrio de H ardy-W einberg  (HWE): otra estrategia que 
empleamos para comprobar posibles errores de genotipado es analizar si las 
frecuencias alélicas de los SNPs estudiados se ajustan a las proporciones esperadas 
bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). Todos los SNPs estudiados estaban 
dentro del HWE en la poblaciôn control, en caso contrario fueron descartados del 
anâlisis estadistico.
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- Desequilibrio de ligamiento: otra forma de comprobar la calidad 
del genotipado es a través del estudio de desequilibrio de ligamiento {Linkage 
Disequilibrium, LD) entre SNPs de un mismo locus. Si el valor de D (=^ D/ Dmax) 
entre dos o mâs SNPs no es similar el valor publicado en la base de referenda 
HapMap (www.hapmap.ncbi.nlm.nih.gov). probablemente esté indicado algun error 
de genotipado. En esos casos se volvieron a analizar aquellas muestras dudosas.
2) Anâlisis estadistico
Estudio Caso-Control: el estudio caso-control es el estudio de
asociaciôn mâs empleado y consiste en comparar la frecuencia de un alelo, genotipo o 
haplotipo concreto en una muestra de individuos afectados por la enfermedad (casos) 
con la frecuencia del mismo en una muestra de individuos no afectados (contrôles) de 
la misma poblaciôn. Gracias a estos estudios se han podido concretar diversos alelos 
y/o haplotipos implicados en la susceptibilidad a EM.
Para realizar las comparaciones en el estudio caso-control realizamos tablas de 
contingencia 3x2 para las comparaciones de frecuencias genotipicas y 2x2 para las 
frecuencias alélicas o de portadores {carrier) del alelo. Para el câlculo de probabilidad 
empleamos el estadistico yf [X (observados-esperados)^/esperados] o bien el test 
exacto de Fisher cuando los valores esperados fueron menores de 5. En nuestro caso, 
para todos los estudios realizados se asumieron como estadisticamente signifîcativas 
aquellas comparaciones caso-control que tuvieran un valor de significaciôn menor de 
0,05. En el caso de emplear el test exacto de Fisher, se escogiô el valor de p de dos 
colas, en el que a priori se desconoce en qué sentido va el efecto esperado. En el caso 
de estudios de replicaciôn, s in embargo, es sufîciente con escoger el valor de p de una 
cola.
Para calcular la magnitud de la fuerza de asociaciôn en el estudio caso-control 
se utiliza la Odds Ratio (OR). Para la estimaciôn de los intervalos de confianza (IC) al 
95% de las ORs se empleô el método de Cornfield cuando los valores esperados son 
mayores de 5, o en caso necesario se determinaron los limites exactos. Todos los
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calcules estadisticos se realizaron mediante el paquete estadistico Epilnfo v6.02 {CDC, 
Atlanta, G A).
Se llevaron a cabo estudios estratificados dentro de casos y de contrôles en los 
que se compararon las frecuencias alélicas entre distintos subgrupos de cada conjunto; 
hombres versus mujeres, formas clinicas de la EM (RR, PP, SP) y portadores versus 
no portadores del principal factor genético de susceptibilidad en EM: HLA- 
DRR1*15:01. Pudimos observar que para todas las comparaciones hechas de cada 
SNP con respecto a este ultimo factor de susceptibilidad, la muestra de contrôles, 
como era de esperar, nunca mostrô diferencias signifîcativas entre ambos grupos, de 
forma que se puede considerar a los contrôles de manera conjunta sin necesidad de 
estratificar por la presencia/ausencia del HLA-DRBl *15:01.
Potencia y correcciôn estadistica: la potencia estadistica de un estudio 
(capacidad de detectar de forma signifîcativa una asociaciôn real entre un alelo y un 
fenotipo, en nuestro caso EM) depende de tres factores: tamafio de muestra, efecto que 
el alelo asociado a la enfermedad tiene sobre la poblaciôn (OR) y frecuencia del alelo 
minoritario; de forma que al aumentar los dos primeros o al acercarse a valores 
intermedios la frecuencia alélica, aumentarâ la potencia estadistica de nuestro estudio. 
La potencia estadistica de cada estudio fue determinada con el paquete estadistico 
Epilnfo VÔ.02 {CDC, Atlanta, GA). Se considéré, como es habituai en la literatura, 
como potencia estadistica aceptable aquella igual o superior al 80%.
Un suceso es estadisticamente significativo cuando la probabilidad de que 
aparezca por azar es menor del 5%, sin embargo, cuando realizamos un alto numéro 
de comparaciones es inevitable que aumente el numéro de sucesos signifîcativos por 
azar, lo cual incrementa la posibilidad de obtener falsos positivos. Para evitar este 
suceso es necesario hacer correcciones como la clâsicamente utilizada correcciôn de 
Bonferroni. Esta correcciôn sostiene que si se efectùan un numéro K de 
comparaciones independientes, para mantener la probabilidad global (p < 0,05) de 
rechazar incorrectamente la hipôtesis nula, el nivel de corte a utilizar debe ser de 
0,05/K. En nuestro estudio, hemos empleado esta correcciôn en aquellos SNPs que se 
hubieran genotipado a la vez y que fueran independientes entre si. Sin embargo, esta 
correcciôn résulta muy extrema en el caso de polimorfîsmos que estén en una misma
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region de LD (ya que no se puede définir la independencia de los mismos), as! como 
en el caso de replicaciones de SNPs previamente asociadas a EM, en cuyo caso esta 
correcciôn se hace innecesaria. En el caso de los estudios GWAS, el uso de 
correcciones es fundamental y se constituye en funciôn del numéro de SNPs 
analizados. Habitualmente, se establece como correcciôn adecuada un nivel de corte 
inferior a 10^- 10 ^
- Estudio de haplotipos y tagging', el LD se produce cuando dos o mâs 
combinaciones de alelos se heredan juntos con una frecuencia superior a la esperada 
por azar. La combinaciôn de estos alelos constituye haplotipos.
Para el estudio de haplotipos en nuestra poblaciôn empleamos el algoritmo de 
Expectaciôn-Maximizaciôn implementado en los programas Haploview 4.0 y Arlequin 
V.2000, el cual estima los diferentes haplotipos présentes en una poblaciôn (asi como 
sus frecuencias) a partir de las frecuencias genotipicas de los SNPs en la muestra. La 
eomparaciôn posterior entre las frecuencias haplotipicas en enfermos y contrôles se 
realiza con el test f .
En diversas ocasiones durante nuestro estudio hemos querido analizar un gen 
mediante la realizaciôn de un tagging (selecciôn del minimo de SNPs necesarios para 
cubrir la mâxima variabilidad de un gen o regiôn). La selecciôn de los SNPs 
necesarios se realiza a partir de las frecuencias publicadas en la base de referenda 
HapMap (www.hapmap.ncbi.nlm.nih.gov). Las premisas habitualmente empleadas en 
la realizaciôn del tagging fueron que los SNPs de la regiôn analizada tuvieran un 
coefîciente de correlaciôn (r )^ menor de 0,8 entre ellos y unas frecuencias de sus alelos 
minoritarios (MAFs) mayores de 0,05.
- Estudio de interacciones: Se realizaron diversos estudios para comprobar 
la posible interacciôn entre marcadores de loci no ligados, para tratar de replicar 
aquellas interacciones previamente asociadas en la literatura. El estudio de interacciôn 
entre marcadores de genes no ligados fue realizado mediante recuento directo a partir 
de tablas estratificadas.
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- Anâlisis de datos de muestras procedentes de distintas poblaciones: los
estudios en los que se combinaron datos de muestras de distinto origen (como en el 
caso de los estudios multicéntricos) fueron analizados con el programa Review 
Manager 5.0 (RevMan 5.0. Copenhagen: The Cochrane Collaboration, 2008). Para 
analizar si un factor tiene un efecto diferencial entre enfermos y contrôles en las 
distintas poblaciones, el programa compara las distintas ORs e 1C para cada estrato 
mediante las pruebas de homogeneidad implementadas en el programa (estadisticos 
e 1^ ). Si el valor de p es superior a 10% (p de homogeneidad > 0,1), se asume que no 
hay diferencias signifîcativas entre las ORs de las distintas poblaciones. El estadistico 
Ÿ  indica la proporciôn de la variaciôn entre estudios respecto de la variaciôn total, es 
decir, la proporciôn de la variaciôn total que es atribuible a la heterogeneidad. Se 
consideraron heterogéneas aquellas poblaciones que, para un suceso determinado, 
presentaron un Ÿ  superior al 40%; en estos casos, por tanto, no se podrân presentar los 
resultados de las distintas muestras conjuntamente. Finalmente, la prueba de 
asociaciôn de Mantel-Haenszel ofrece los resultados combinados (pm  h; O R m-h) entre 
poblaciones homogéneas, asumiendo como signifîcativos aquellos valores de p 
inferiores a 0,05.
Este método fue empleado también para la realizaciôn de meta-anàlisis de 
determinados SNPs que se hubieran asociado a EM en diversas poblaciones. El meta- 
anâlisis permite dar mayor “peso” a los estudios que presentan mayor numéro de 
casos/controles, mostrando el efecto individual de cada estudio asi como el efecto 
conjunto (siempre que éstos sean homogéneos).
- Regresiôn logistica: para el estudio de replicaciôn de Baranzini y 
colaboradores se realizô un anâlisis de regresiôn logistica (modelo de regresiôn que 
permite estudiar si una variable binomial depende, o no, de otra u otras variables no 
necesariamente binomiales) para analizar el efecto que ejercen factores como el HLA- 
DRB1*15:01 o el género sobre los SNPs estudiados. De esta forma se obtuvieron 
valores de OR “ajustadas” por las variables mencionadas. El anâlisis de regresiôn 
logistica se realizô mediante el programa SPSS v. 15.0.1 (SPSS, Chicago, IL, USA).
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La respuesta inflamatoria caracteristica en EM implica la infîltraciôn 
leucocitica al interior del SNC. La atracciôn a través de la BHE hacia los lugares de 
inflamaciôn cerebrales es mediada, entre otros factores, por quimiocinas. Existen 
alrededor de 40 quimiocinas diferentes en humanos. La familia de las quimiocinas CC 
ligando (CCL o P-quimiocinas), denominadas asi por poseer dos cisteinas adyacentes 
muy conservadas, son quimioatrayentes de una gran variedad de células incluyendo 
linfocitos, células dendriticas, monocitos y granulocitos. Funcionalmente, existen 
diversos estudios que involucran a las P-quimiocinas en la patogénesis de la EM, 
fundamentalmente estudios con el modelo murino de la enfermedad La quimiocina 
inmunosupresora CCL 18 es un marcador de los denominados macrôfagos M2, 
caracteristicos de las lesiones de EM Estos macrôfagos parecen contribuir a 
detener la inflamaciôn en el centro y en los espacios perivasculares de las lesiones 
cerebrales en EM. El aumento de expresiôn de CCL18 podria ser una de las razones 
del comportamiento de brotes y remisiôn tan caracteristico de la EM, donde los 
efectos inmunosupresores de la CCL 18 contribuirian a disminuir la inflamaciôn 
cerebral tras la apariciôn de un brote
De los 28 genes que codifican las distintas quimiocinas CC, 14 de ellos, entre 
los que se encuentra el gen codificante de la CCL 18, se localizan en un cluster en la 
regiôn 17ql 1-12 (Figura 13). Un meta-anàlisis de tres estudios de ligamiento a gran 
escala en EM realizado en el ano 2001, concluyô que esta regiôn genômiea ténia el 
mayor score de ligamiento no-paramétrico (Non parametric linkage, NPL= 2.58)
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Figura 13: Representaciôn esquemâtica del cluster de quimiocinas CCL en la région 
cromosômica 17ql 1-12. En rojo se senala el gen CCL18.
Posteriormente, dos estudios independientes de genes candidates analizaron la 
region 17q 11-12. En el estudio de ligamiento y asociaciôn de Vyshkina y 
colaboradores realizado en poblaciôn norteamericana, se observô una distorsiôn 
nominahnente signifîcativa de la transmisiôn de alelos esperada por azar de dos SNPs 
de CCL18 (rs2015052 y rs712042) (p= 0,01 y 0,04, respectivamente). El segundo 
estudio de asociaciôn, realizado en poblaciôn australiana analizô 50 SNPs de toda 
la regiôn, y no encontrô asociaciôn de los polimorfîsmos analizados con EM; sin 
embargo, ambos estudios describen la asociaciôn de ciertos haplotipos de la regiôn 
17ql 1-12 con la susceptibilidad a padecer EM. Mas recientemente, el estudio de 
barrido genômico realizado en 2007 por el Wellcome Trust Case-Control Consortium 
(WTCCC), en el que no se incluyeron pacientes de EM, muestra al rs l634507, situado 
muy prôximo al gen CCL-18, asociado a enfermedad de Crohn (EC) (p= 0,0011) y 
una tendencia a la significaciôn con diabetes tipo I (TlD) (p=^  0,08)
Debido a la potencial fiincionalidad de la quimiocina CCL 18 en EM, y dada la 
importancia que parece tener la regiôn cromosômica 17qll-12 en la susceptibilidad a 
EM, quisimos analizar el efecto del SNP rs l634507, previamente asociado a EC, en la 
susceptibilidad a padecer EM.
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El polimorfîsmo rs l634507 no mostrô asociaciôn con EM en nuestro estudio 
caso-control ni en ninguna de las estratificaciones realizadas por género, por formas 
clmicas de la EM o por la presencia/ausencia del HLA-DRBl *15:01 (Tabla 4). La falta 
de asociaciôn en nuestra poblaciôn de EM del rs l634507 no contradice los resultados 
de asociaciôn publicados por Vyshkina y colaboradores ya que el SNP mâs 
fuertemente asociado en este estudio (rs2015052) posee un coefîciente de correlaciôn 
muy bajo (r^=0,01) con el que nosotros estudiamos.
T a b l a  4 : Distribuciôn de las frecuencias alélicas y genotipicas (n, %) del rs l634507 del gen 
CCL 18 en pacientes de EM y contrôles y distribuciôn de las frecuencias alélicas en los 
distintos subgrupos de pacientes de EM (OR alélica referida al alelo minoritario).
0 ^ 0
T T 30 6% 44 6% 0,98 0,99 (0,60-1,64)
T G 192 36% 268 34% 0,56 1,07 (0,85-1,36)
G G 311 58% 466 60% 0,57 0,94 (0,74-1,18)
T
G
252
814
24%
76%
356
1200
23%
77%
0,65 1,04 (0,86-1,26)
D 3 !D
T 93 25% 156 23% 86 23% 166 24% 216 24% 20 20%
G 281 75% 508 77% 294 77% 520 76% 676 76% 80 80%
P 0,62 0,56 0,35
A pesar de todos los estudios previos realizados en la regiôn 17ql 1-12, no hay 
que olvidar que los estudios de barrido genômico en EM no han descrito ninguna 
asociaciôn que implique a esta regiôn cromosômica con la enfermedad. Esto pudiera 
deberse a que en estos tîltimos no se hubiera analizado toda la variabilidad existente en 
la regiôn. Recientemente, un estudio de asociaciôn en el que se analizô con mâs 
detenimiento la regiôn cromosômica 17qll-12, mostrô asociaciôn de diversos 
polimorfîsmos y haplotipos de genes codificantes de quimiocinas con EM (y con 
artritis reumatoide) en poblaciôn del norte de Europa aunque ninguno de ellos se 
encuentra en el gen CCL18 ni en LD con éste. Sin duda, la regiôn 17ql 1-12 es una 
buena regiôn candidata para ser estudiada con mayor profündidad. Un tagging o un
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mapeo fino de la misma contribuirian a esclarecer su papel en la susceptibilidad a EM, 
aunque, por los datos publicados hasta la fecha, parece improbable que el gen CCL 18 
se encuentre asociado a la enfermedad.
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La osteopontina (OPN) es una fosfoprotema de 60 kDa caracterizada por sufrir 
un gran numéro de modifïcaciones post-transcripcionales dependientes del tipo de 
tejido y del tipo celular en el que se encuentre Estas modifïcaciones condicionan 
que la OPN actue como citoquina soluble o como molécula inmovilizada de la matriz 
extracelular. La OPN es producida por una gran variedad de células del sistema 
inmunologico como LT, macrôfagos o células NK {Natural Killer) y ejerce acciones 
pleiotrôpicas que incluyen funciones en inflamaciôn, remodelaciôn tisular e 
inmunidad y supervivencia celular. Su principal funciôn inmunomoduladora es el 
aumento de la respuesta tipo Thl a través de dos mecanismos generates; inducciôn de 
la citoquina proinflamatoria IL-12 y supresiôn de la citoquina anti-inflamatoria 
IL-IO' '^*. La OPN régula la inmunidad celular mediante la inducciôn de la 
proliferaciôn y migraciôn de LT
La isoforma intracelular de la OPN (iOPN), producida como consecuencia de 
un desplazamiento en el inicio de traducciôn, modula la motilidad, fusiôn y 
supervivencia celular a través de su uniôn con CD44, su principal receptor 
Estudios recientes revelan que la iOPN parece mediar en la expresiôn de Interferôn-a 
(IFN-a) en células dendriticas plasmacitoides a través del Toll-like Receptor 9 (TLR9). 
La iOPN esta asociada con la molécula adaptadora MyD88 durante la uniôn del TLR9 
con el DNA viral en el endosoma celular y la uniôn de estas moléculas promueve la 
inducciôn del factor de transcripciôn IRF7 {Interferon receptor family 7), fundamental 
para la expresiôn de IFN-a. Parece por tanto, que una expresiôn déficiente de iOPN, a 
través de su uniôn con TLR9, esta asociada con una alteraciôn en la producciôn de 
IFN-a trente a la infecciôn virica
La OPN posee ademâs un dominio arginina-glicina-aspartato (RGD), 
conocido por ser un motivo de uniôn a diversas integrinas. Tanto la OPN compléta 
como su extremo N-terminal promueven la adhesiôn leucocitaria a través de la uniôn 
de su dominio RGD con la integrina a4pi Esta integrina, también conocida como 
VLA-4, es la diana terapéutica de uno de los fârmacos mâs novedosos en el 
tratamiento de la EM: Natalizumab (anti-VLA-4; Tysabri, Biogen Idée, Cambridge,
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MA, USA). Un estudio del ano 2009 con pacientes tratados durante 12 meses con 
Natalizumab, describiô una reducciôn signifîcativa de los niveles de OPN en liquido 
cefalorraquideo (LCR) de pacientes de EM con la forma clinica RR al compararlo con 
los niveles anteriores al tratamiento (p< 0,001), determinando asi el efecto 
inmunosupresor del Natalizumab y la importante correlaciôn entre éste y la OPN en 
EM. La interacciôn de la OPN con la integrina a4pi proporciona un mecanismo a 
través del cual esta citoquina podria influir en las células involucradas en la respuesta 
inflamatoria y en la remodelaciôn tisular durante los brotes en EM. Ademâs de su 
évidente relaciôn con el Natalizumab, la OPN es una de las principales moléculas 
asociadas funcionalmente con la EM. Se ha visto un aumento de hasta 5 veces de los 
trânscritos de OPN en las plaças de los pacientes de EM
La OPN, codificada por el gen SPPl, es uno de los miembros de la familia de 
proteinas “SIBLING” (Small Integnn Binding Ligand N-linked Glycoprotein), cuyos 
loci se localizan en el cromosoma 4 El estudio de Chabas y colaboradores del afio 
2001, en el que se secuenciaron a gran escala librerias de cDNA derivadas de plaças 
diseccionadas de cerebros de pacientes con EM, identified un gran numéro de genes 
potenciahnente involucrados en la enfermedad. El gen SPPl fue el que mostrô mayor 
diferencia de expresiôn entre pacientes y contrôles Tras el anâlisis de Chabas, 
diversos estudios de poblaciones caucâsicas y no caucâsicas han asociado distintos 
SNPs del gen SPPl con la susceptibilidad a padecer EM, o bien, con alguna de sus 
formas clinicas o con la severidad de la enfermedad Sin embargo, ninguno de
los estudios genéticos de SPPl realizados hasta la fecha de nuestro anâlisis habia 
analizado toda la variabilidad del gen.
Debido al importante papel que parece ejercer la OPN en EM y a la evidencia 
de asociaciôn genética en diversas poblaciones independientes, realizamos un tagging 
del gen SPPl para analizar su efecto en la susceptibilidad a padecer EM en nuestra 
poblaciôn. En base a los estudios previos, quisimos analizar el efecto de los 
polimorfîsmos o de sus haplotipos con respecto a la severidad o al tipo de progresiôn 
de la enfermedad en nuestra poblaciôn. Finalmente, y debido a su importante relaciôn 
funcional, estudiamos la posible interacciôn de los polimorfîsmos del gen SPPl con 
dos polimorfîsmos del gen TLR9.
S P P l
El estudio de prâcticamente toda la variabilidad del gen necesitô de 4 SNPs: 
rs2853749, rsl 1728697, rs7695531 y rs4754 (este ultimo asociado a EM en los 
estudios genéticos previos). Los polimorfîsmos analizados tienen coefîcientes de 
correlaciôn (r^) < 0,8 entre ellos y MAFs >0,1 (Figura 14).
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Figura 14: Localizaciôn de los 4 SNPs estudiados en el gen SPPl (4q21-25) (izquierda) y 
coefîcientes D 'y  (x 100) existentes entre los 4 polimorfîsmos analizados (derecha).
El estudio caso-control de los 4 SNPs analizados individualmente en el gen 
SP P l muestra que los individuos portadores del alelo minoritario T (TT+TC) del 
rs2853749 estân signifîcativamente disminuidos en pacientes de EM con respecto al 
grupo control [p= 0,048; OR (I.C.95%)= 0,81 (0,65-1,00)]. Este SNP no se habia 
asociado a EM en estudios anteriores, por lo que se hace necesaria la correcciôn por 
Bonferroni. Los otros 3 SNPs analizados no muestran diferencias signifîcativas en el 
estudio caso-control al comparar sus frecuencias alélicas y/o genotipicas (Tabla 5).
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Tabla 5: Distribuciôn de las frecuencias alélicas y genotipicas (n, %) de los polimorfîsmos 
estudiados en el gen SPPl en pacientes de EM y en contrôles (ORs alélicas referidas al alelo 
minoritario).
m u m i m
rs2853749
TT 66 11% 84 10% 0,56 1,11 (0,77-1,58)
TC 230 40% 371 46% 0,02 0,77 (0,62-0,96)
CC 281 49% 348 43% 0,05 1,24 (1,00-1,55)
T
C
362
792
31%
69%
539
1067
34%
66%
0,22 0,90 (0,77-1,07)
r s l1728697
CC 102 17% 136 17% 0,81 1,03 (0,77-1,38)
TC 275 47% 407 51% 0,17 0,86 (0,69-1,07)
TT 210 36% 262 33% 0,21 1,15 (0,92-1,45)
C
T
479
695
41%
59%
679
931
42%
58%
0,47 0,94 (0,81-1,10)
rs7695531
GG 51 9% 70 9% 0,99 1,00 (0,68-1,49)
GA 215 37% 305 38% 0,60 0,95 (0,76-1,19)
AA 320 55% 431 53% 0,67 1,05 (0,84-1,30)
G
A
317
855
27%
73%
445
1167
28%
72%
0,74 0,97 (0,82-1,16)
rs4754
CC 59 10% 66 8% 0,25 1,24 (0,85-1,83)
TC 255 43% 381 47% 0,12 0,85 (0,68-1,05)
TT 278 47% 360 45% 0,38 1,10(0,88-1,37)
C
T
373
811
32%
68%
513
1101
32%
68%
0,87 0,99 (0,84-1,16)
En el caso del rs7695531, tanto la estratificaciôn por género como por la 
presencia/ausencia del factor de susceptibilidad HLA-DRB1*15:01 en pacientes de 
EM dio lugar a diferencias signifîcativas entre los subgrupos (ver Tabla 6). Sin 
embargo, la eomparaciôn de cada uno de los subgrupos frente a contrôles no evidenciô
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resultados signifîcativamente distintos. Los otros 3 SNPs analizados no mostraron 
dferencias en ninguno de los subgrupos estudiados (Tabla 6).
Tabla 6: Distribuciôn de las frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados en el gen 
SPPl en los distintos subgrupos de los pacientes de EM. Se muestra el numéro de alelos en 
cada caso (arriba) y el porcentaje sobre el total (abajo).
B Bm B B ■ H
Hombres 115 287 257 155 127 281 288 124
29% 71% 0,26 62% 38% 0,19 31% 69% 0,04* 70% 30% 0,37
Mujeres 229 491 427 303 187 547 497 241
32% 68% 58% 42% 25% 75% 67% 33%
DRBI *15:01 124 276 247 159 126 284 284 126
31% 69% 0,85 61% 39% 0,42 31% 69% 0,03* 69% 31% 0,68
N oD R B I* 236 512 445 317 188 568 523 245
15:01 32% 68% 58% 42% 25% 75% 68% 32%
RR+SP 294 680 596 396 280 712 685 315
30% 70% 0,08 60% 40% 0,38 28% 72% 0,22 69% 32% 0,94
PP 40 64 59 47 24 82 73 33
38% 62% 56% 44% 23% 77% 69% 31%
* Ninguno de ellos es signifîcativamente distinto al compararlo con contrôles.
La estratificaciôn por formas clinicas de la enfermedad (comparando las 
formas PP frente al resto, tal y como se realiza habitualmente) no revelô resultados 
significativos, aunque si una tendencia a la significaciôn en el caso del rs2853749 (p= 
0,08). Sin embargo, y basândonos en bibliografia previa en la que se observaron 
diferencias (tanto a nivel funcional como genético) de la OPN entre pacientes con 
formas progresivas (PP+SP) con respecto a pacientes que presentan brotes 
(RR) quisimos realizar dicha estratificaciôn en los 4 SNPs analizados en nuestra 
poblaciôn. Los resultados muestran diferencias signifîcativas tanto alélicas como 
genotipicas para los rs2853749, rsl 1728697 y rs7695531 entre los grupos con formas 
progresivas (FP) con respecto a la forma RR (Tabla 7). El rs2853749 muestra una
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importante reducciôn de la frecuencia de su alelo minoritario (T) en la forma RR con 
respecto a las FP; mientras que en el caso del rsl 1728697 y rs7695531, la frecuencia 
de sus alelos minoritarios esta signifîcativamente aumentada en pacientes que 
presentan brotes (Tabla 7). Al comparar ambos subgrupos con los contrôles, sôlo el 
rs2853749 mantiene diferencias signifîcativas. Se observa que el alelo minoritario (T) 
de dicho SNP tiene un efecto protector al comparar la forma RR con contrôles 
[p=0,02; OR (I.e.95%)= 0,80 (0,67-0,96)]; mientras que la eomparaciôn de las FP con 
contrôles muestra una tendencia a la significaciôn con un efecto de susceptibilidad [p= 
0,06; OR (I.e .95%)= 1,34 (0,98-1,34)]. El alelo minoritario del rs2853749 ejerce, por 
tanto, un efecto significativo de protecciôn en el caso de las formas RR. Para 
completar el anâlisis, se realizô un estudio haplotipico de los 4 SNPs en el que 
comparamos los subgrupos RR y FP frente a contrôles. Este estudio (Tabla 8) muestra 
diferencias del haplotipo TCAT entre las formas clmicas RR y FP (p= 0,0015). Al 
comparar el haplotipo TCAT frente a contrôles, seguimos observando un efecto 
diferencial, en donde el haplotipo tiene un efecto de susceptibilidad en las FP [p=0,02; 
OR (I.C.95%)= 1,42 (1,03-1,93)] y una tendencia a un efecto protector en las formas 
RR [p=0,06; OR (I.C.95%)= 0,84 (0,69-1,01)]. Los valores signifîcativos del 
rs2853749 que habiamos observado en el estudio caso-control (Tabla 7) son, por tanto, 
refîejo del efecto protector del alelo T en las formas clinicas RR (mayoria en nuestra 
poblaciôn de EM).
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Tabla 7: Distribuciôn de las frecuencias alélicas y genotipicas (n, %) de los polimorfismos 
estudiados en el gen SPPl en los subgnipos Remitente-Recurrente (RR), Formas Progresivas 
(F?) (PP+SP) y Contrôles.
rs2853749
TT 41 9% 18 18% 0,01 84 10%
TC 172 39% 44 44% 0,32 371 46%
CC 227 52% 37 37% 0,01 348 43%
T
C
254
626
29%
71%
80
118
40%
60%
0,001
539
1067
34%
66%
0,02 
0,80 (0,67-0,96)
0,06 
1,34 (0,98-1,84)
r s l1728697
CC 67 15% 25 20% 0,19 136 17%
TC 213 48% 71 56% 0,08 407 51%
TT 168 38% 30 24% 0,004 262 33%
C
T
347
549
39%
61%
121
131
48%
52%
0,008
679
931
42%
58%
0,09 
0,87 (0,73-1,03)
0,08 
1,27 (0,96-1,67)
rs7695531
GG 42 9% 8 8% 0,65 70 9%
GA 176 39% 28 28% 0,03 305 38%
AA 230 51% 65 64% 0,02 431 53%
G 260 29% 44 22%
0,04
445 28% 0,45 0,08
A 636 71% 158 78% 1167 72% 1,07 (0,89-1,29) 0,73 (0,51-1,05)
rs4754
CC 47 10% 7 7% 0,29 66 8%
TC 190 42% 50 50% 0,17 381 47%
TT 215 48% 44 44% 0,47 360 45%
C 284 31% 64 32%
0,94
513 32% 0,85 0,98
T 620 69% 138 68% 1101 68% 0,98 (0,82-1,18) 1,00 (0,72-1,38)
( 1 ) F referida a la comparaciôn RR versus FF.
(2) F y ORs referidas a la comparaciôn RR versus Contrôles (OR referida al alelo minoritario).
(3) F y ORs referidas a la comparaciôn FF versus Contrôles (OR referida al alelo minoritario).
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Tabla 8: Frecuencia de los haplotipos de los 4 SNPs (rs2853749- 
rsll728697-rs7695531-rs4754) estudiados en el gen SPPl en las formas 
clmicas progresivas (FP), Remitente-recurrente (RR) y contrôles.
CTAC 0,303 0,300 0,304 0,982
TCA T 0,359 0,251 0,284 0,0015
C TG T 0,190 0,250 0,223 0,0649
CCA T 0,074 0,080 0,072 0,7413
CTA T 0,032 0,063 0,050 0,0911
TC G T 0,028 0,028 0,041 0,9751
C C G T 0,003 0,015 0,012 0,1853
TCAC 0,012 0,010 0,011 0,9186
Finalmente, quisimos analizar la posible interaccion genética entre los 4 SNPs 
analizados en el gen SPPl y dos variantes analizadas en el gen TLR9 (rsl87084 y 
rs352162), debido a la interaccion fimcional descrita entre ambos. Los resultados 
muestran que no existe ninguna interaccion genética entre los SNPs analizados de los 
genes SPPl y TLR9 (datos no mostrados).
La OPN ha sido identificada como una de las principales citoquinas 
implicadas en la patogénesis de la EM. El estudio de Chabas y colaboradores de 2001, 
demostrô que la OPN es la principal citoquina expresada en lesiones cerebrales de 
pacientes de EM Ademâs, se ban encontrado niveles aumentados de OPN en el 
plasma de pacientes de EM con la forma RR (observando niveles superiores durante 
los brotes en comparaciôn con los periodos de remisiôn), mientras que en el caso de 
pacientes con un curso progresivo de la enfermedad (PP o SP) los niveles fueron 
similares a los de contrôles Adicionalmente, pacientes de EM con la forma
clinica RR que recibieron terapia con IFN-P mostraron niveles plasmâticos de OPN 
similares a los de pacientes RR en remisiôn La hipôtesis mas aceptada sugiere que 
los niveles aumentados de OPN estarlan promoviendo la supervivencia de LT 
activados trente a antlgenos de mielina, lo que promueve los brotes y la progresiôn en 
EM de forma que la OPN parece estar involucrada en los procesos tanto agudos 
como crônicos de la enfermedad.
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Con respecte a les estudios genéticos realizados existe cierta controversia. 
Tras el estudio de Chabas el primer estudio que asocio polimorfismos del gen SPPl 
con EM se realize en el ano 2003, en una poblacion caucasica en la que se estudiaron 
4 SNPs que no mostraron asociacion con EM. Sin embargo, si se describio una 
tendencia a la asociacion al comparar las distintas formas clmicas de la enfermedad 
Un estudio del mismo ano encontre una fuerte asociacion de SNPs del gen SPPl con 
la susceptibilidad a EM en poblacion japonesa, aunque no mostro diferencias con 
respecte al curso de la enfermedad y otro analisis realizado en poblacion britanica 
no mostro asociacion de ninguno de los SNPs estudiados Finalmente, en un 
estudio de 2005 se observé la asociacion de varies haplotipos del gen SPPl con la 
susceptibilidad a EM, asi como con la severidad y progresiôn de la enfermedad, en 
poblaciôn italiana Tanto los estudios de Caillier y Niino como el de 
Chiocchetti y colaboradores analizan los mismos 4 SNPs en sus poblaciones; sin 
embargo, 3 de los 4 SNPs que elles analizan son genéticamente équivalentes entre si 
(rs9138 y rsl 126772 poseen un r^=0,94 y 0,80, respectivamente, con respecte al 
rs4754), con lo que no estân caracterizando ninguna senal nueva. Con respecte al otro 
SNP que estudian (rsl 126616), parece encontrarse bastante alejado del gen SPPl. Por 
este motive, podemos afirmar que ninguno de los estudios anteriores al nuestro habia 
caracterizado completamente al locus SPP l.
Existen muchas evidencias tanto funcionales como genéticas que indican una 
importante relaciôn de la OPN con la EM y, fundamentalmente, con las distintas 
formas clinicas que puede presentar la enfermedad. Nuestro estudio del gen SPPl en 
poblaciôn espanola parece ser el primero que, cubriendo prâcticamente toda la 
variabilidad del gen, muestra asociaciôn de un haplotipo de este locus con un efecto 
diferencial de susceptibilidad/protecciôn a padecer formas progresivas o no 
progresivas de EM, respectivamente, pudiendo por tanto considerar a este gen como 
un posible marcador de la forma clinica en pacientes de EM. Futuras replicaciones en 
poblaciones independientes serân necesarias para validar este efecto.
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TLR9
A pesar de que la inmunopatogénesis de la EM no esta completamente 
establecida, todos los estudios apuntan a la contribuciôn conjunta de factores 
poligénicos y ambientales en la susceptibilidad de la enfermedad. Uno de los 
patôgenos virales que se ha implicado en la etiologia y patogénesis de la EM es el 
HHV-6. Los estudios apuntan a que el riesgo de sufrir un brote en pacientes de EM 
aumenta tras una infecciôn viral con la variante A de este virus
Las células dendriticas plasmacitoides (pDCs) tienen un importante papel en 
la inmunidad innata y adaptativa. Estas células expresan dentro de sus endosomas 
altos niveles del TLR9 (Toll-like receptor 9), el cual reconoce el DNA viral en las 
fases iniciales de la infecciôn. Tras la activaciôn del TLR9, las pDCs secretan 
multiples citoquinas inmunorreguladoras como Interferôn Tipo I (IFN-I), TNF-a o IL- 
6 Las citoquinas secretadas por las pDCs estân implicadas en la neuroinflamaciôn; 
el IFN-I promueve una diferenciaciôn Thl la IL-6 promueve respuestas Thl y
Thl7 especificas de mielina en EAE y el TNF-a parece inducir apoptosis de 
oligodendrocitos e interferir en el dano neuronal, tal y como demuestra un reciente 
estudio que emplea un antagonista de dicha citoquina Las pDCs se ban encontrado 
en LCR de pacientes de EM y se acumulan en las lesiones cerebrales de los 
mismos. Un estudio reciente describe una disminuciôn de la producciôn de IL-10 
mediada por TLR9 en LB de pacientes con EM El TLR9 parece, por tanto, ejercer 
un importante papel en la patogénesis y en la inmunorregulaciôn de la EM a través de 
las pDCs y/o de los LB, aunque su funciôn exacta aùn no esta esclarecida.
El TLR9 reconoce las islas CpG del DNA viral, como el del HHV-6, lo que 
provoca la activaciôn de una cascada de senalizaciôn que conducirâ al aumento de la 
expresiôn de genes proinflamatorios (Figura 15). La funciôn del TLR9 en el 
reconocimiento del DNA del HHV-6, asi como su importancia en la neuroinflamaciôn 
a través de las pDCs hacen que esta molécula sea considerada como 
potencialmente implicada en la inmunopatogénesis de la EM, y el gen que la codifica, 
7XRP, como un buen gen candidato a influir en su susceptibilidad.
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Figura 15: Mecanismo de accion del TLR9 en el endosoma celular. 
Tras el reconocimiento de las islas CpG del DNA viral, el TLR9 recluta 
a MYD88 que provocarâ la activaciôn de factores de trascripciôn como 
IRF3 o NF-kB, lo que finalmente activarâ la expresiôn de genes pro­
inflamatorios (figura extraida de Klinman D.
El gen TLR9 se encuentra en la regiôn 3p21, y consta de tan sôlo un exôn. 
Debido a la importaneia funcional de la molécula que codifica, quisimos estudiar toda 
la variabilidad del gen, para analizar su efecto en la susceptibilidad a padecer EM o 
alguna de sus formas clinicas. Estudiamos también la posible asociaciôn entre los 
SNPs analizados en este gen y la presencia/ausencia de replicaciôn activa de HHV-6 
en pacientes de EM.
Para intentar cubrir toda la variabilidad, realizamos un tagging empleando las 
condiciones de selecciôn habituales (r^<0,8; MAF>0,1), y eligiendo finalmente 2 
SNPs: uno en el promoter ( r s l87084) y otro en la regiôn 3 ' del gen (rs352I62) para 
evaluar su posible asociaciôn con la susceptibilidad a EM.
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En nuestro estudio caso-control no encontramos asociaciôn de ninguno de los 
polimorfismos analizados con el riesgo a padecer EM (Tabla 9).
Tabla 9: Distribuciôn de las frecuencias alélicas y genotipicas (n, %) de los polimorfismos 
estudiados en el gen TLR9 en pacientes de EM y contrôles (ORs alélicas referidas al alelo 
minoritario).
■ ■
rsl87084
GG 95 16% 137 17% 0,67 0,94 (0,70-1,26)
GA 283 49% 378 47% 0,67 1,05 (0,84-1,31)
AA 205 35% 283 35% 0,91 0,99 (0,78-1,24)
G
A
473
693
41%
59%
652
944
41%
59%
0,88 0,99 (0,84-1,16)
rs352162
TT 120 21% 173 22% 0,73 0,95 (0,73-1,25)
TC 293 51% 384 48% 0,29 1,12(0,90-1,40)
CC 164 28% 245 31% 0,39 0,90 (0,71-1,15)
T
C
533
621
46%
54%
730
874
46%
54%
0,72 1,03 (0,88-1,20)
Al realizar las distintas estratificaciones dentro del grupo de pacientes de EM, 
se observaron diferencias significativas del rs352162 al comparar los subgrupos de 
hombres y mujeres y de portadores/no portadores del alelo de susceptibilidad HLA- 
DRB1*15:01. Sin embargo, ninguno de estos subgrupos mostrô resultados 
significativos al ser comparados con los contrôles del estudio (Tabla 10).
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Tabla 10: Distribuciôn de las frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados en el gen 
TLR9 en los distintos subgrupos de pacientes de EM. Se muestra el numéro de alelos en cada 
caso (arriba) y el porcentaje sobre el total (abajo).
■D
Hombres 17444%
224
56%
0,09
167
42%
233
58%
0,016*
Mujeres 285 455 357 36939% 61% 49% 51%
DRB 1*15:01 15039%
238
61%
0,40
192
50%
190
50%
0,07 *
^ o D R B  1*15:01 30141%
429
59%
327
45%
405
55%
RR+SP 38339%
595
61%
0,18
447
47%
511
53%
0,74
PP 52 62 55 6746% 54% 45% 55%
HHV-6-Positivo 4144%
53
56%
0,20
44
49%
46
51%
0,74
HHV-6-Negativo 9436%
166
64%
122
47%
138
53%
* No hay diferencias significativas en ninguno de los subgrupos al compararlos con contrôles.
Finabnente, y debido a la importancia funcional del TLR9 en el 
reconocimiento del DNA viral del HHV-6, quisimos analizar la posible asociaciôn de 
los SNPs estudiados con la presencia/ausencia de replicaciôn activa del virus en un 
grupo de 86 pacientes de EM a los cuales se les realizô un seguimiento durante dos 
anos (ver Material y Métodos). En nuestro anâlisis, no encontramos diferencias 
significativas al comparar el grupo de pacientes con replicaciôn activa del HHV-6 en 
suero trente al grupo sin replicaciôn activa para ninguno de los dos SNPs analizados 
(Tabla 10).
El estudio haplotipico no aporta informaciôn adicional a la de los SNPs 
individualmente (datos no mostrados).
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El TLR9 es un potente inductor del sistema inmune innato tras la infecciôn 
por herpesvirus como el HHV-6, el cual ha sido previamente relacionado con la 
EM^^°. Sin embargo, el papel del TLR9 con respecto al modelo animal de EM parece 
ser contradictorio. Por un lado, Marta y colaboradores mostraron que ratones TLR9-/- 
exhibian sintomas exacerbados de EAE cuando eran inducidos por MOG {Myelin 
Oligodendrocyte Glycoprotein) Sin embargo, el estudio de Prinz y colaboradores 
mostrô resultados completamente opuestos, en donde los ratones knock-out para TLR9 
mostraron sintomas disminuidos de EAE tras su inducciôn con el péptido 
MOG35.55 Es posible que el papel contradictorio mostrado por TLR9 en la 
inmunorregulaciôn de EAE en ambos estudios se deba a la inmunizaciôn con péptidos 
distintos. Hasta el momento, ningùn estudio complementario ha conseguido esclarecer 
su papel.
Con respecto a los estudios de asociaciôn de polimorfismos del gen TLR9, 
hasta la fecha ningùn estudio ha publicado la asociaciôn del gen con la susceptibilidad 
a EM, si bien es cierto que existen pocos trabajos publicados al respecto. Un estudio 
del ano 2008, realizado en poblaciôn portuguesa, mostrô la falta de asociaciôn de un 
polimorfismo del TLR9 con EM y en otro estudio mas reciente tampoco 
encontraron asociaciôn de una variante del promoter del TLR9 con el desarrollo de 
anticuerpos neutralizantes anti-IFN-p Sin embargo, ambos estudios analizaron sôlo 
parcialmente la asociaciôn del gen con la EM. Nuestro estudio, tras analizar la casi 
total variabilidad del gen, descarta la asociaciôn del gen TLR9 con la susceptibilidad a 
padecer EM en poblaciôn espanola. Para los dos polimorfismos analizados, nuestro 
estudio caso-control tiene una potencia estadistica del 80% para poder descartar ORs 
superiores a 1,25; de forma que, podemos afirmar que el gen TLR9 no implica un 
riesgo superior a dicha OR a padecer EM en poblaciôn espanola. Sin embargo, no 
podemos descartar la posibilidad de que este locus cause un riesgo a EM menor, lo 
que supondria que el gen estaria ejerciendo un efecto muy débil en su susceptibilidad a 
la enfermedad. Nuestros resultados tampoco muestran asociaciôn del gen TLR9 con la 
replicaciôn activa del HHV-6 en pacientes de EM, aunque debido al bajo numéro de 
pacientes incluidos en dichos subgrupos, es posible que no tengamos una potencia 
estadistica suficiente para observar resultados significativos. Futuros estudios con un
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mayor tamano muestral esclareceran, si existe, el papel ejercido por TLR9 en la 
patogénesis de la EM en relaciôn al HHV-6.
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La interleuquina 2 (IL-2) es una de las principales citoquinas involucradas en 
la etiologia de la EM y de la autoinmunidad en general. Se trata de una glicoproteina 
de 14-17 kDa producida fundamentalmente por LT CD4+ activados. Iniciaknente, la 
funciôn que se identificô para esta citoquina fue promover la estimulaciôn, 
supervivencia y diferenciaciôn de LT activados. Posteriormente se describiô que la IL- 
2 posee, entre otras, una funciôn esencial no redondante en la estimulaciôn de la 
supervivencia y posiblemente del funcionamiento de los LT reguladores (LTreg) 
fondamentales para el mantenimiento de la tolerancia periférica. Un defecto en la via 
de la IL-2 provocaria un fallo en la supervivencia de los LTreg, lo que impediria la 
supresiôn periférica de aquellos LT autoreactivos que pudieran haber escapado de los 
mecanismos de la tolerancia central, iniciando asi la cascada autoinmune
El receptor de la IL-2 (IL-2R) consta de très subunidades (a, P y y). La uniôn 
de la IL-2 a IL-2Ra conduce a la asociaciôn de esta subunidad con las otras dos, 
formando un IL-2R heterotrimérico de alta afinidad La importancia de la via de la 
1L-2/IL-2R en la autoinmunidad, viene confirmada por los estudios con ratones que 
carecen de esta citoquina, o de las subunidades a o P de su receptor, ya que se ha 
descrito que pueden desarrollar: esplenomegalia, linfoadenopatia, anemia hemolitica 
autoinmune, anticuerpos anti-DNA o enfermedad inflamatoria intestinal (Eli) Con 
respecto a la EM, diversos estudios han caracterizado una funciôn disminuida de los 
LTreg en los tejidos periféricos de los pacientes lo que podria deberse a un fallo 
en la via IL-2/IL-2R.
Distintos polimorfismos de los genes codificantes de la IL-2 {IL2) y de las 
cadenas a  y p de su receptor {IL2RA e IL2RB, respectivamente) se han asociado a 
diversas enfermedades autoinmunes. En el caso del gen IL2, que se encuentra en un 
bloque de desequilibrio de 480kb compuesto por los loci IL2 e IL21 entre otros, varios 
estudios de barrido genômico han descrito asociaciones de distintos polimorfismos de 
este bloque con la susceptibilidad a padecer enfermedad celiaca (ECe) diabetes 
tipo 1 (TlD) o psoriasis También se ha demostrado un efecto del locus IL2/IL21
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en la susceptibilidad a padecer artritis reumatoide (AR) Un estudio de genes 
candidates, anterior a estos anâlisis, mostrô la influencia de un polimorfismo del 
promoter del gen IL2 en el riesgo a padecer EM no obstante, ninguno de los 
polimorfismos de este bloque se ha asociado a EM en los posteriores estudios de 
barrido genômico. Con respecto a los genes IL2RA e IL2RB, polimorfismos de ambos 
genes se han visto asociados con un aumento de la predisposiciôn a padecer AR*^°, 
TlD  y EM El primer GWAS de EM realizado por Hafler y colaboradores en el 
ano 2007 mostrô al locus IL2RA como uno de los genes mâs fuertemente asociados 
a esta enfermedad. Las asociaciones con EM de dos SNPs (rs2104286 y rs l2722489; 
r^=0,62) situados en el mismo bloque de desequilibrio, han sido posteriormente 
replicadas en un estudio independiente de poblaciôn caucâsica En el ano 2009, 
Mater y colaboradores describieron una asociaciôn independiente entre el 
rs2104286 y el rsl 1594656, también en IL2RA, mostrando que el alelo minoritario del 
rs2104286 conferia susceptibilidad tanto a EM como a TlD, mientras que el 
rsl 1594656 conferia protecciôn hacia TlD  pero susceptibilidad a EM. 
Posteriormente, Alcina y colaboradores trataron de replicar la independencia de 
estas senales, sin embargo, y debido probablemente a la falta de potencia estadistica, 
no consiguieron demostrar la independencia de ambos SNPs. Con respecto al gen 
IL2RB, el estudio de barrido genômico realizado por el WTCCC observô una 
asociaciôn de un SNP de este gen con TlD
Debido a la asociaciôn de los genes IL2, IL2RA e IL2RB con diversas 
enfermedades autoinmunes, y postulando la existencia de un mecanismo comùn en la 
patogénesis de todas ellas, quisimos analizar diversos polimorfismos de estos genes 
previamente asociados a desôrdenes inmunolôgicos en nuestra muestra de EM y 
contrôles. En el caso del bloque de desequilibrio IL2/IL21, analizamos 3 SNPs: 
rs6822844 y rsl 1938795, asociados a ECe, y rsl7388568, asociado a TlD  En el 
locus IL2RA, analizamos uno de los dos SNPs mâs fuertemente asociados a EM en el 
estudio de barrido genômico de Hafler y colaboradores (rs2104286) y dos
polimorfismos asociados a TlD (rs41295061 y rsl 1594656), cuyos alelos minoritarios 
estân asociados con un menor nivel de lL-2Ra soluble circulante Finalmente, se 
analizaron dos SNPs del gen IL2RB: el rs743777, que se habia visto asociado a TlD 
en el anâlisis GWAS realizado por el WTCCC y el rs9622555, que se analizô para
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sustentar el posible efecto del rs743777 en nuestra muestra de EM y contrôles. En la 
Figura 16 se muestra el desequilibrio de ligamiento dentro de cada locus de todos los 
SNPs analizados en este estudio (Figura 16).
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Figura 16: Esquema de desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos analizados en las 
regiones IL2/IL21,1L2RA e IL2RB  en nuestra muestra de contrôles (se muestra el r  ^y el D ' x
100) (figura extraida de Cavanillas y colaboradores '^^).
Aquellos polimorfismos que mostraron alguna evidencia de asociaciôn en la 
colecciôn de Madrid, fueron analizados en una colecciôn independiente de 771 
pacientes de EM y 759 contrôles procedentes de distintos hospitales de Andalucia (ver 
Material y Métodos), para validar las asociaciones (o tendencias de asociaciôn) con 
EM obtenidas en la poblaciôn de Madrid. Realizamos un anâlisis de regresiôn 
logfstica de las muestras conjuntas de Madrid y las previamente publicadas por Alcina 
y colaboradores (colecciôn andaluza), para tratar de dilucidar la relaciôn existente 
entre los marcadores analizados en el locus IL2RA.
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Nuestros resultados de la colecciôn de Madrid muestran que la frecuencia de 
los portadores del alelo minoritario del rs6822844 (regiôn IL2/IL21) esta 
significativamente disminuida en los pacientes de EM comparado con los contrôles 
[p= 0,03; OR (I.e. 95%)= 0,72 (0,52-0,98)]. No se encontraron diferencias 
significativas para los otros dos polimorfismos de IL2/IL21 estudiados (Tabla 11), lo 
que concuerda con la baja equivalencia genética de ambos polimorfismos con respecto 
al rs682844 (Figura 16). La frecuencia de alelo minoritario del rs2104286, localizado 
en el intrôn 1 del gen 1L2RA, es significativamente menor en el grupo de pacientes de 
EM que en los contrôles (Tabla 12). El alelo minoritario del rs41295061 se encuentra 
también disminuido en el grupo de pacientes, aunque la diferencia con los contrôles no 
llega a ser estadisticamente signiflcativa (p= 0,06). Con respecto al rsl 1594656, la 
frecuencia del genotipo mutante en la colecciôn de Madrid fue mayor en los pacientes 
de EM, mostrando por tanto, un efecto de susceptibilidad [AA vs. (TA+TT): p= 0,02; 
OR (I.e. 95%)= 1,61 (1,05-2,48)]. En relaciôn a los dos marcadores estudiados en el 
gen IL2RB, observamos que la frecuencia de los genotipos mutantes para ambos SNPs 
es menor en el grupo de pacientes comparado con el grupo de contrôles [rs743777, 
GG vs. (GA+AA): p= 0,07; OR (I.C. 95%)= 0,69 (0,45-1,06) y rs9622555, TT vs. 
(TG+GG): p= 0,11; OR (I.C. 95%)= 0,70 (0,40-1,11)] (Tabla 13), aunque estas 
diferencias no llegan a ser significativas en ninguno de los dos casos.
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T a b la  1 1 : Distribuciôn de las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos 
estudiados en la regiôn IL2-IL21 en las colecciones de EM y contrôles de Madrid y de 
Andalucia’^ *, y anâlisis conjunto de Mantel-Haenszel de ambas colecciones (ORs alélicas 
referidas al alelo minoritario).
CC 26 (6%) 47 (9%) -
TC 155 (3X%) 206 (38%) - -
rs 11938795 TT 231 (56%) 293 (54%) - -
C 207 (25%) 300 (27%) - -
T 617(75%) 792 (73%) - -
p (alélica) 0.25
1 OR alélica (I.C. 95%) 0,89(0,72-1,09)
AA 35(8%) 37 (7%) - -
GA 162(38%) 214(40% ) - -
rsl7388568 CC 229 (54%) 289(54%) - -
A 232 (27%) 288 (27%) - -
G 620 (73%) 792 (73%) - - -
p (alélica) 0.78
OR alélica (I.C. 95%) 1,03 (0,84-1,27)
TT 6(l?ô) 8(1% ) 10(1%) 21 (2%)
GT 79(19% ) 136(25%) 160 (21%) 191 (21%)
rs6822844 GG 334 (80%) 405(74%) 598 (78%) 717(77% )
T 91 (11%) 152(14%) 180(12%) 233 (13%)
G 747 (89%) 946 (86%) 1356(88%) 1625 (87%)
P (alélica) 0,05 0,47
1 OR alélica (I.C. 95%) 0,76 (0,57-1,01) 0,93 (0,75- 1,1?)
p M - H =  0,076
OR M .H  (I.C. 95% )=  0,86 (0,72-1,01)
109
Tabla 12: Distribuciôn de las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos 
estudiados en la regiôn IL2RA en las colecciones de EM y contrôles de Madrid y de 
Andalucia"^, y anâlisis conjunto de Mantel-Haenszel de ambas colecciones (ORs alélicas 
referidas al alelo minoritario).
AA 56(14% ) 48 (9%) 105 (14%) 82(11% )
r s l1594656 TA 172 (42%) 244 (45%) 366(47%) 320 (43%)
( I  S35285258 en TT 186 (45%) 251 (46%) 300 (39%) 334 (45%)
Andalucia) A 284 (34%) 340(31% ) 576 (37%) 484 (33%)
T 544 (66%) 746 (69%) 966 (63%) 988 (67%)
P (alélica) 0,17 0,01
OR alélica (I.C. 95%) 1.15 (0.94-1,40) 1,22 (1,04-1,42)
p M-H~ 0,004
OR M-H (I.C. 95%)= 1,19 (1,05-1,33)
AA 1 (0%) 2 (0%) 1 (0%) 3 (0%)
CA 35 (8%) 66(12%) 82(11%) 93(12%)
rs41295061 CC 381 (91%) 479 (88%) 678 (89%) 650 (87%)
A 37 (4%) 70 (6%) 84 (6%) 99 (7%)
C 797 (96%) 1024 (94%) 1438(94%) 1393 (93%)
P (alélica) 0,06 0,19
OR alélica (I.C. 95%) 0.68 (0,44-1,04) 0,82 (0,60-1,12)
p M - H ~  0,03
OR M -H  (I.C. 95%)= 0,77 (0,6-0,97)
GG 8 (2%) 25 (5%) 21 (3%) 38 (5%)
AG 108 (26%) 183 (34%) 224 (30%) 238 (31%)
rs2104286 AA 303 (72%) 337 (62%) 508 (67%) 483 (64%)
G 124(15%) 233 (21%) 266(18%) 314(21% )
A 714(85%) 857 (79%) 1240 (82%) 1204 (79%)
P (alélica) 0,0002 0,03
OR alélica (I.C. 95%) 0,64 (0,50-0,82) 0,82 (0,68-0,99)
p M - H ~  0,0001
OR M .H  (I.C. 95%)= 0,75 (0,65-0,86)
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Tabla 13: Distribuciôn de las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos 
estudiados en la regiôn IL2RB en las colecciones de EM y contrôles de Madrid y de Andalucia 
(ORs alélicas referidas al alelo minoritario).
GG 40(10%) 72(13%) - -
GA 183 (44%) 221 (41%) - -
rs743777 AA 190(46%) 242 (45%) - -
G 263 (32%) 365 (34%) - -
A 563 (68%) 705 (66%) - -
p (alélica) 0,30
OR alélica (I.C. 95%) 0.90 (0,74-1.10)
TT 34(8%) 61 (11%) 69 (9%) 62 (9%)
GT 160(38%) 217(40%) 335 (45%) 266 (40%)
rs9622555 GG 225 (54%) 267 (49%) 342 (46%) 344(51%)
T 228 (27%) 339 (31%) 473 (32%) 390 (29%)
G 610(73%) 751 (69%) 1019(68%) 954 (71%)
P (alélica) 0,06 0,12
OR alélica (I.C. 95%) 0,83 (0,68-1.02) 1,14(0,96- 1.34)
Tras comprobar la homogeneidad de las frecuencias alélicas para cada 
polimorfismo entre las colecciones de Madrid y Andalucia, realizamos un anâlisis de 
Mantel-Haenszel con los datos obtenidos en la poblaciôn de Madrid y aquellos 
previamente publicados de la colecciôn andaluza para el rs6822844 para los 3 
SNPs estudiados en IL2RA (rs2104286, rs41295061 y rsl 1594656) y con los datos 
que se obtuvieron tras el genotipado del rs9622555 en esta poblaciôn. En el caso del 
rs6822844 (IL2-IL21), el anâlisis conjunto muestra una tendencia de asociaciôn de su 
alelo minoritario (p= 0,076), mostrando un efecto de protecciôn (Tabla 11). Los très 
polimorfismos del gen IL2RA mostraron diferencias significativas en el anâlisis 
conjunto, observando un efecto de susceptibilidad del alelo minoritario del 
rsl 1594656 (rs35285258 en Andalucia) [p m-h= 0,004; OR m-h (I C. 95%)= 1,19 
(1,05-1,33)], y un efecto protector en el caso de los alelos minoritarios del rs41295061 
[p M-H= 0,03; OR m-h (I C. 95%)= 0,77 (0,6-0,97)] y del rs2104286 [p m-h= 0,0001; 
OR m-h (I C. 95%)= 0,75 (0,65-0,86)] (Tabla 12). Con respecto al IL2RB, las
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frecuencias alélicas del rs9622555 mostraron heterogeneidad entre las colecciones de 
Madrid y Andalucia, por lo que no se realizô el anâlisis conjunto.
El anâlisis de regresiôn logistica de los polimorfismos analizados en el locus 
IL2RA, revelô la independencia del rs2104286 con respecto al 
rsl 1594656/rs35285258; sin embargo, el anâlisis mostrô un efecto no independiente 
del rs41295061 tras ajustar por el rs2104286 (Tabla 14).
Tabla 14: Anâlisis de regresiôn logistica condicionado para los polimorfismos analizados en el 
gen IL2RA para las colecciones combinadas de Madrid y Andalucia (1247 casos y 1491 
contrôles).
A n a d e  r s 2 1114286 al S M ‘ A û a d i S N P  al r s 2 1(14286
SNP OR (I.C. 95%) P OR (I.C. 95%) P
rs41295061 c 1,00 (0,76-1,31) 0,98 0,74 (0,63-0,87) 0,0003
rs35285258 T 1,14 (1,01-1,29) 0,03 0,80 (0,69-0,93) 0,0038
Al realizar el anâlisis estratificando por los portadores/no portadores del alelo 
HLA-DRBl *15:01, por género o por las formas clinicas de la enfermedad dentro del 
grupo de pacientes, no observamos diferencias significativas en ningiin caso. El 
anâlisis haplotipico no aporta informaciôn adicional a la de los SNPs individualmente 
(datos no mostrados).
En el estudio del ano 2007 llevado a cabo por van Heel y colaboradores se 
analizaron 27 SNPs en un tagging de la regiôn 4q27, de los cuales, el rs682844 tue el 
que mostrô una asociaciôn mas fuerte con ECe. Los anâlisis posteriores en otras 
enfermedades autoinmunes mostraron (al igual que en ECe) un efecto protector del 
alelo minoritario de este SNP Nuestros datos de EM analizados en la colecciôn 
de Madrid muestran una tendencia a la asociaciôn, con un efecto similar al observado 
en los estudios citados. Esto deja entrever la potencial importancia de la regiôn IL2- 
IL21 en el desarrollo de la EM, al igual que lo hace en otras enfermedades 
autoinmunes. Serâ necesario realizar un anâlisis de este polimorfismo en poblaciones 
independientes para corroborar su efecto.
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El estudio de barrido genômico de Hafler y colaboradores mostrô una 
fuerte asociaciôn de ciertos marcadores del gen IL2RA con EM, los cuales han sido 
posteriormente replicados y validados Nuestros datos en poblaciôn espahola
estân en concordancia con los resultados de estas replicaciones independientes. 
Asimismo, nuestro anâlisis conjunto de las poblaciones de Madrid y Andalucia 
corrobora los efectos independientes descritos por Maier y colaboradores de los 
rs2104286 y rsl 1594656. IL-2Ra es una molécula con una alta implicaciôn en la 
patogénesis de la EM. Buena prueba de ello es la utilizaciôn del Daclizumab, un 
anticuerpo monoclonal especifîco frente a IL-2Ra, en el tratamiento de la EM. Este 
anticuerpo actùa probablemente provocando la expansion de células NK, que inducen 
la lisis de los LT autorreactivos’^ .^ Nuestros resultados contribuyen a corroborar al gen 
IL2RA como un locus fuertemente implicado en la susceptibilidad a EM en poblaciôn 
espanola.
Tal y como se describiô en el ano 2008, la administraciôn in vivo del 
anticuerpo monoclonal anti-IL-2Rp produce sintomas persistentes de EAE en 
ratones**®, lo que apunta a un papel del gen IL2RB en la patogénesis de la enfermedad. 
A pesar de haber observado una tendencia de asociaciôn del rs962555 (situado en la 
regiôn 5'del gen IL2RB) con EM en la poblaciôn de Madrid, ésta no pudo ser 
replicada en la colecciôn andaluza. Las diferencias en la proporciôn de un determinado 
subgrupo de pacientes entre ambas colecciones podrian explicar la heterogeneidad de 
los resultados para el rs9622555 entre las poblaciones de Madrid y Andalucia. Un 
futuro estudio de polimorfismos del gen IL2RB en poblaciones independientes podria 
revelar el efecto real de este gen en la susceptibilidad a padecer EM.
Nuestros resultados, publicados recientemente en European Journal o f Human 
Genetics corroboran el efecto del gen IL2RA en EM en poblaciôn espanola, y 
sugieren un posible efecto de la regiôn IL2-IL21 en la susceptibilidad a la enfermedad. 
Alteraciones genéticas que afectan a la via IL-2/IL-2R parecen, por tanto, estar 
implicadas en la inmunopatogénesis de la EM en poblaciôn espanola.
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CAPSL-IL7R
El gen IL7R (Receptor de la Interleuquina 7), localizado en la region 5pl3, 
posee importantes funciones en la diferenciaciôn y mantenimiento de LT y LB a 
través de la via de la Interleuquina 7 (IL-7), lo que le convierte en un gen candidato a 
influir en la susceptibilidad a EM. El receptor transmembrana de IL-7 (IL-7R) esta 
formado por una subunidad a, que se unira a la IL-7, acoplada con una subunidad 
compartida por los receptores de IL-2, IL-4 e IL-15 La disponibilidad de la 
subunidad a (IL-7Ra) es el factor limitante en la formaciôn del IL-7R (GDI27+). 
Funcionalmente, la subunidad IL-7Ra es fundamental en la respuesta inmunolôgica 
innata y adaptativa, ya que la IL-7 ejerce un importante papel en la diferenciaciôn de 
timocitos CD4-CD8-, es bâsica para la supervivencia de células CD4+CD8+ tras la 
selecciôn positiva y es esencial para las células T de memoria naive (no efectoras) 
que expresan altos niveles de IL-7R. Sin embargo, los LT inactivos expresan niveles 
bajos de IL-7Ra, lo que les permite transducir senales débiles de IL-7 para el 
mantenimiento de la supervivencia y proliferaciôn celular. Debido a estos bajos 
niveles de expresiôn de IL-7Ra en los LT, cualquier pequena reducciôn en la 
expresiôn o funciôn de dicha subunidad tendra un efecto muy signiflcativo en la ruta 
de senalizaciôn de la IL-7 y en la regulaciôn y mantenimiento de los LT.
La evidencia de un posible papel funcional de la regiôn 5pl3 en EM surgiô 
inicialmente de un estudio de genes candidates **\ en el que encontraron asociados 
varios SNPs adyacentes a la regiôn CAPSL-IL7R al riesgo a padecer esta enfermedad. 
En este estudio, describieron al rs31940541 como el SNP mâs asociado en esta regiôn 
(p= 0,004). Posteriormente, en 2006, un estudio de asociaciôn en diabetes tipo I (TlD) 
asociô varios SNPs (rsl010601 y rs 1445898) de la regiôn IL7R-CAPSL con la 
susceptibilidad a padecer esta enfermedad también de carâcter autoinmune Sin 
duda, el estudio mâs signiflcativo a este respecto fue el GWAS de EM publicado en el 
ano 2007 *®*, en el cual senalaban a un SNP (rs6897932) del gen IL7R como una de las 
principales variantes genéticas no-HLA asociadas a EM. El alelo comùn “C” del 
polimorfismo no sinônimo rs6897932, también conocido como variante T244I y
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localizado en el exôn 6 del gen IL7R, se ha asociado desde entonces con un fuerte 
aumento de la susceptibilidad a EM en numerosas poblaciones de origen
caucasico 102,105-111,113 . Esta variante funcional influye en el balance de las isoformas 
solubles o ancladas a la membrana de IL-7R. Los trânscritos que contienen el alelo 
“T” codifican un IL-7R anclado a la membrana celular, mientras que los trânscritos 
que portan el alelo “C”, asociado a EM, sufren un procesamiento {splicing) alternativo 
que élimina el exôn 6 y codifican una subunidad a  soluble del IL-7R (Figura 17) 
Desde la publicaciôn del estudio de barrido genômico de EM en el ano 2007 *®', la 
asociaciôn del rs6897932 con EM se ha replicado en multiples poblaciones 
independientes, lo que contribuye a validar cuâl es el efecto real de esta variante.
Nuestro objetivo fue analizar los SNPs (rs31940541, rslOlOôOl, rsl445898 y 
rs6897932) de los genes adyacentes CAPSL e IL7R, previamente asociados a EM o a 
T lD , en nuestra muestra de pacientes de EM y de contrôles. En el caso del SNP mâs 
fuertemente asociado a EM, el rs6897932, quisimos ademâs realizar un meta-anâlisis 
de todos los datos publicados hasta la fecha para determinar un valor mâs realista de la 
magnitud de su efecto en EM.
1 1 I  4  ■ I  r
ILTB A sdB H A . rs6897932 (T) (splicing alternativo)
FS6897932 (C )
Subunidad a  
Sol U) leIL-7Ra
IL-7R
J Æ  3JÆ  1
Figura 17: Efecto del polimorfismo rs6897932 del gen IL7R sobre la molécula lL-7Ra.
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En el caso de la replicaciôn de los rs 1010601 y rs 1445898, previamente 
asociados a TlD, no se encontre efecto de estos polimorfismos en la susceptibilidad a 
padecer EM en nuestra poblaciôn, ni en el estudio caso-control ni al realizar las 
distintas estratificaciones (Tablas 15 y 16).
El rs31940541, del gen IL7R, previamente asociado a EM en el estudio de 
Zhang y colaboradores no se encontrô asociado a EM en nuestra poblaciôn. Sin 
embargo, el rs6897932, inicialmente descubierto en el primer estudio de barrido 
genômico de EM *®‘, mostrô una asociaciôn significativa del genotipo CC vs. TC+TT 
[p= 0,05; OR (I.C. 95%)= 1,27 (0,99-1,62)] (Tabla 15). La estratificaciôn por género, 
por individuos portadores del gen HLA-DRBl* 15:01 o por las distintas formas 
clinicas de la enfermedad no mostrô diferencias significativas entre los subgrupos de 
pacientes enfermos para este polimorfismo (Tabla 16). El estudio por haplotipos 
tampoco aportô informaciôn adicional.
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Tabla 15: Distribuciôn de las frecuencias alélicas y genotipicas (n, %) de los polimorfismos
estudiados en la regiôn CAPSL/IL7R en pacientes de EM y contrôles (ORs alélicas referidas al
alelo minoritario).
^ r s 6 8 9 7 9 3 2
28 6% 44 7% 0,49 0,84 (0,50-1,41)
168 34% 257 39% 0,09 0,81 (0,63-1,04)
298 60% 361 55% 0,05 1,27 (0,99-1,62)
224 23% 345 26% 0,06 0,83 (0,68-1,01)
m u 764 77% 979 74%
36 9% 41 8% 0,55 1,15 (0,70-1,89)
163 40% 238 45% 0,13 0,82 (0,62-1,07)
210 51% 252 47% 0,24 1,17 (0,90-1,53)
235 29% 320 30% 0,51 0,93 (0,76-1,15)
^ _______ A 583 71% 742 70%
^ r s l 0 1 0 6 0 1
67 16% 77 16% 0,77 1,05 (0,73-1,53)
204 49% 248 50% 0,85 0,98 (0,75-1,28)
142 34% 171 34% 0,97 1,00 (0,75-1,32)
338 41% 402 41% 0,86 1,02 (0,84-1,23)
m m 488 59% 590 59%
m u m  M1445898
87 20% 122 22% 0,48 0,89 (0,65-1,23)
209 49% 267 49% 0,93 1,01 (0,78-1,31)
129 30% 157 29% 0,59 1,08 (0,81-1,44)
383 45% 511 47% 0,45 0,93 (0,78-1,12)
467 55% 581 53%
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Tabla 16: Distribucion de las frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados en la region 
CAPSL/1L7R en los distintos subgrupos de pacientes de EM. Se muestra el numéro de alelos en 
cada caso (arriba) y el porcentaje sobre el total (abajo).
^ B ^ B ^ B B ^ B ^ B
mmiBa D B B BB
Hombres
82 258 83 205 112 178 141 157
24% 76%
0,42
29% 71%
0,91
39% 61%
0,25
47% 53%
0,34
Mujeres
136
22%
486
78%
147
29%
357
71%
218
43%
292
57%
230
44%
294
56%
D R B l *15:01
78 256 81 201 119 167 131 161
23% 77% 0.77 29% 71% 0^8 42% 58% 0,75 45% 55% 0,96
No D R B l*  15:01
142 488 149 371 213 313 244 298
23% 77% 29% 71% 40% 60% 45% 55%
RR+SP
187 643 206 488 290 412 323 397
FF
23%
20
77%
68
0,97
30%
16
70%
42
0,74
41%
27
59%
33
0,58 45%
25
55%
37
0,49
23% 77% 28% 72% 45% 55% 40% 60%
El meta-anâlisis, en el que se incluyeron todos los estudios de asociaciôn del 
rs6897932 con EM publicados hasta la fecha (11 publicaciones mas nuestros dates no 
publicados), incluyô un total de 30840 pacientes de EM y 44352 contrôles de 
poblaciones de origen caucâsico procedentes de: Reino Unido Bélgica
Francia Alemania Estados Unidos Irlanda del Norte Finlandia
(Ostrobothnia) ‘°*, Australia Nueva Zelanda Canada Suecia y
Espana junto con nuestros dates (no publicados). El meta-anâlisis confirmô un 
efecto protector general del alelo minoritario “T” [p<10 ; OR (I.C. 95%) = 0,85 
(0,82-0,88)], al igual que ocurre en nuestro estudio por separado (Figura 18).
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EM Contrôles Odds Ratio Odds Ratio
study or Subgroup Events Total Events Total WWght M-H, Fixed. 95% Cl Year M-H, Fixed, 95% Cl
IMSGC (Haller e t  al ) 1431 6506 2709 10836 218% 0.8510.79.0.91] 2007
Lundmark et. al 587 2420 730 2468 7.5% 0.7610.67.0.87] 2007
Gregory e l al (Europe) 513 2154 1542 5450 9.2% 0.7910.71.0.89] 2007
Gregory et. al. (U S^ 190 876 254 958 2.6% 0.7710 62. 0.95] 2007
O'Doherty e tal. (U S^ 94 416 250 826 1.8% 0.67(0.51.0.88] 2008
0  Doherty e t al. Belfast 236 926 280 1064 2.7% 0.96(0.78.1.17] 2008
Weber et. al. 95 412 307 1210 1.7% 0 88(0 68.1 15] 2008
Alclna et. al. 266 1198 326 1188 3.5% 0.75(0.63.0.91] 2008
Rubio et. al. 571 2292 633 2618 6.1% 1 04(0.91.1 19] 2008
Kalllo et. al. 572 1844 974 2784 7.4% 0.84 (0.74. 0.95] 2009
ANZgene (Australians) 1859 7748 3022 11446 25.5% 0.88 (0.82. 0.94] 2009
D'Netto et. al. 84 422 101 364 1.2% 0.65 (0.46. 0.90] 2009 1-------
Akkad et. al. 631 2638 478 1816 5.9% 0.88(0.77.1.01] 2009
L. Cavanlllas et. al. * 224 988 345 1324 3.1% 0 83(0 69.1 01] 2009
Total (95% Cl) 30840 44352 100.0% 0.85 [0.82,0.881 ♦
Total events 7353 11951
neierogeneny . u n r =  / 4 .i b . oi = i j  u .u j; , r = n K n 7 1 5  2Test for overall effect Z= 9.44 (P < 0.00001) Favours experimental Favours control
Figura 18; Forest plot del meta-anâlisis del alelo minoritario del rs6897932 en EM en los 
distintos trabajos publicados y en nuestro estudio (*).
Se puede observar que tan solo la poblacion australiana de Rubio y 
colaboradores se desvio del efecto protector del alelo minoritario, lo que influye en 
el alto valor Ÿ del meta-anâlisis (46%) (phomogeneidad< 0,1). A1 eliminar del meta-anâlisis 
dicho estudio, el valor general desciende al 15% (phomogeneidad^  0,29), teniendo el 
alelo T un efecto global de: OR (I.C. 95%) = 0, 84 (0,81-0,87).
Los anâlisis de genes candidatos de dos estudios previos al estudio de barrido 
genomico de EM habian relacionado la region CAPSL-IL7R con EM. En el primero 
se describio el efecto de un haplotipo del promotor de IL7R que no llego a ser 
significativo (p= 0,1), aunque solo en aquellos individuos portadores del alelo HLA- 
DRB1*15:01 El segundo estudio detallaba un haplotipo asociado
significativamente a EM en la region CAPSL-IL7R. Sin embargo, el SNP que résulté 
estar mâs fuertemente asociado en dicho estudio (rs31940541) no muestra diferencias 
en nuestra poblacion, al igual que ocurre con los otros dos SNPs previamente 
asociados a TID del locus CAPSL (rslOlOôOl y rsl445898). El SNP rs6897932, que 
ofrecia el resultado mâs significativo de nuestro estudio, no se analizô en esos dos 
estudios previos, aunque todas las evidencias de la bibliografia publicada hasta la 
fecha sugieren que las asociaciones anteriormente identificadas de IL7R con EM son
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producidas por el efecto funcional de este polimorfismo (r  ^ rs31940541- rs6897932 = 
0,17).
El amplio numéro de replicaciones en diversas poblaciones caucasicas 
confirman que el alelo “C” del rs6897932 (T244I) se asocia fuertemente con un 
aumento del riesgo a EM. El hecho de que este SNP no presente ningun proxy (o SNP 
es un proxy con un valor del coeficiente de correlacion entre ellos superior a 0,95), 
junto con su funcion en el balance de las isoformas ancladas a membrana o solubles 
del IL-7R (fundamental para la via de transduccion de la IL-7), sugiere una asociaciôn 
directa de este SNP con la EM Nuestros resultados confirman que el alelo de 
riesgo de este polimorfismo esta aumentado en nuestra poblacion de EM, lo que 
provocaria una disminucion de la expresion de IL-7Ra anclada a la membrana celular 
en los pacientes. El hecho de que el alelo de riesgo sea bastante comun en la poblacion 
general europea (con una frecuencia de 0,72-0,74), hace muy probable el hecho de que 
haya factures adicionales (tanto ambientales como genéticos) que sean necesarios para 
el desarrollo y la progresion de la EM.
A pesar e la funcion descrita de este polimorfismo, el efecto que pueda tener 
en la EM no esta completamente establecido todavfa. Lundmark y colaboradores 
observaron una alteracion en la expresion del gen codificante de IL-7Ra y de su 
ligando, IL-7, en LCR de pacientes con EM, pero no en células mononucleares de 
sangre periférica (PBMCs) ademâs, no se encontrô ninguna correlacion entre el 
genotipo del rs6897932 con los niveles de expresion de mRNA de IL7R en PBMCs de 
pacientes Este SNP se incluyô en un estudio reciente en el que se tratô de 
correlacionar los SNPs mâs fuertemente asociados de los estudios de barrido 
genômico de EM con sus niveles de expresiôn en linfocitos periféricos inmortalizados, 
no encontrando diferencias en los niveles de expresiôn de los trânscritos del 
rs6897932 Del mismo modo, no parece haber diferencias en la expresiôn de IL7R 
en las células Tregs entre las etapas de brote y de remisiôn y tampoco hay indicios de 
que este locus influya en la severidad de la EM en poblaciôn australiana
Debido al complejo papel que juega la subunidad IL-7Ra en la via IL-7/IL- 
7R, existen multiples mecanismos por los que un cambio en el balance de sus 
isoformas pudiera influir en la etiologfa de la EM. El aumento de la isoforma soluble 
influiria en la senalizaciôn de IL-7, lo que podria provocar un aumento de la respuesta
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antigénica de los LT frente a protemas de la mielina como la MBP clave en la 
patogénesis de la EM. Otra posibilidad séria que los individuos portadores del alelo de 
riesgo pudieran sufrir una reducciôn en la diferenciaciôn de los LT y LB, lo que 
tendria consecuencias en la respuesta inmunolôgica ante una infecciôn virica o 
bacteriana, y explicaria la alta correlacion existente entre enfermes de EM y la 
replicaciôn activa de ciertos virus.
Aunque el rs6897938 del gen IL7R haya sido hasta el momento el ùnico SNP 
que haya confîrmado su asociaciôn con EM, la via IL-7/IL-7R debe ser analizada en 
profundidad, ya que recientemente se ban descrito polimorfismos de genes 
codificantes de proteinas implicadas en esta via que parecen estar asociados con la 
susceptibilidad a EM, como el propio IL7 o el gen SOCSl
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El estudio de barrido genômico realizado en el ano 2007 por el IMSGC 
{International Multiple Sclerosis Genetic Consortium), identified varios SNPs de 
distintos genes asociados a EM. Uno de los polimorfismos asociados a la enfermedad 
en dicho estudio fue el rs 10975200, que se encuentra en el primer intrôn del gen 
ANKRD15 {Ankyrin Repeat Domain 15) Este gen, también conocido como 
KANKl, se encuentra en la regiôn cromosômica 9p24 y comprende como mâximo 12 
exones, pudiendo formar dos trânscritos que codifican para la misma proteina Kankl 
(1192 aminoâcidos), generando la variante A (exones 2-12) y la variante B (exones 1, 
3-12) (Figura 19).
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Figura 19: Mapa fîsico del gen ANKRD15 junto con sus loci adyacentes DOCKS y DMRTl en 
el cromosoma 9. Representaciôn esquemâtica de los 12 exones del gen ANKRD15 (figura 
modificada de Lerer y colaboradores ’’*).
La proteina Kankl pertenece a la familia de proteinas KANK, la cual se 
compone de 4 miembros (Kankl-Kank4) caracterizados por poseer una estructura 
ùnica con motivos de hélices superenrolladas (coiled-coil) en la regiôn N-terminal y 
repeticiones de ankirina en la regiôn C-terminal Las proteinas de la familia KANK 
se distribuyen predominantemente en el citoplasma de muchas lineas celulares renales 
humanas. Kankl participa en la regulaciôn de la polimerizaciôn de actina y de la 
motilidad celular, controlando la formaciôn del citoesqueleto. Asimismo, Kankl
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régula negativamente la formaciôn de fibras de estrés de actina y la migraciôn celular 
a través de la inhibiciôn de la actividad de RhoA ^
El gen ANKRD15 fue inicialmente caracterizado como un gen candidate de 
supresiôn tumoral en carcinoma celular renal Si bien es cierto que la deleciôn de 
ANKRD15 esta relacionada fundamentalmente con la carcinogenesis, también se han 
descrito mutaciones en la regiôn 9p24 en otras patologias (revisado en Kakinuma y 
colaboradores Un estudio del ano 2005 caracterizô la deleciôn de KANKl en un 
estudio familiar de parâlisis cerebral y la regiôn 9p24 también se ha relacionado 
con el desorden obsesivo-compulsivo Kankl podria tener un papel en la 
reorganizaciôn del citoesqueleto y en la formaciôn de neuritas por lo que parece 
razonable la hipôtesis de que el gen ANKRD15 podria estar relacionado con 
desôrdenes en el SNC.
El estudio del IMSGC fue el primero en realizar un GWAS en EM y consiguiô 
identificar numerosas sefiales novedosas ‘°*, entre ellas una (rsl0975200) en el gen 
ANKRD15. Dada la importancia de la replicaciôn en poblaciones independientes de las 
seriales obtenidas en los estudios de barrido genômico para validar las asociaciones 
observadas, quisimos analizar el SNP rsl0975200 del gen ANKRD15 en nuestra 
poblaciôn espahola de EM.
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Al comparar las frecuencias genotipicas y alélicas del rs 10975200 en nuestra 
muestra de contrôles y de pacientes de EM, no encontramos diferencias significativas 
entre ambos grupos (Tabla 17). Las estratificaciones por género, por portadores del 
principal factor genético de susceptibilidad (HLA-DRBl *15:01) o por formas clinicas 
dentro del grupo de pacientes de EM tampoco mostraron diferencias significativas.
Tabla 17: Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas (n, %) del rs 10975200 del 
locus ANKRD15 en pacientes de EM y contrôles. Distribucion de las frecuencias alélicas en los 
distintos subgrupos de pacientes de EM (OR alélica referida al alelo minoritario).
GG 14 3% 24 3% 0,51 0,80 (0,39-1,63)
GA 162 30% 212 2894 (^55 1,08 (0,84-1,38)
AA 372 68% 520 69% 0,73 0,96 (0,75-1,22)
G 190 17% 260 17% 0,92 1,01 (0,82-1,25)
A 906 83% 1252 83%
B U
G 65 (17%) 119(17% ) 75 (19%) 115(1694) 157(17% ) 19(19% )
A 321 (8394) 563 (83%) 313(8194) 591 (84%) 769(83% ) 83(81% )
P 0,80 0,20 0,67
Hemos tratado de replicar la asociaciôn encontrada en el estudio del IMSGC 
del rs 10975200, localizado en el locus ANKRD15, en nuestra poblaciôn espanola de 
EM; sin embargo, nuestros resultados no consiguen replicar la senal de asociaciôn 
obtenida en dicho estudio. Como consecuencia del débil efecto mostrado por este SNP 
en el estudio GWAS (0R= 1,14) no poseemos la potencia estadistica sufîciente 
para aflrmar que el rs 10975200 no esté asociado a EM en poblaciôn espanola.
En el estudio del IMSGC, los autores describen la senal del rs 10975200 como 
una asociaciôn, mostrando un valor de p de un orden de 10 (p= 3,23x10 '*) En un 
estudio de barrido genômico de este tipo, en el que se analizan mâs de 300.000 SNPs, 
es fundamental realizar una correcciôn estadistica apropiada, de forma que suele 
establecerse como nivel de corte aceptable un valor de significaciôn inferior a 
10^-10  ^ El rs 10975200, por tanto, no llegaria al umbral de significaciôn
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establecido en los estudios de barrido genômico, con lo que "a priori ” no 
esperariamos encontrar una senal de asociaciôn significativa en nuestra poblaciôn. De 
hecho, esta asociaciôn no se ha replicado hasta el momento en ninguna otra poblaciôn 
independiente, con lo que no parece tratarse de una senal de susceptibilidad 
generalizada en EM. A pesar de este hecho y de que carecemos del tamano muestral 
necesario para poder replicar un efecto tan débil con una potencia estadistica igual o 
superior al 80%, quisimos analizar este SNP en nuestra poblaciôn para analizar si el 
rs 10975200 pudiera tener un efecto mâs fiierte en poblaciôn espanola, o bien, para 
tratar de définir si alguno de los alelos de este polimorfismo se encontraba aumentado 
en algùn subgrupo de nuestros pacientes de EM. Tal y como observamos en la tabla 
17, los alelos del rs 10975200 se distribuyen de la misma manera en el grupo de 
pacientes de EM y de contrôles, asi como en los subgrupos de EM analizados.
En nuestra poblaciôn espanola de EM por tanto, no conseguimos replicar la 
asociaciôn obtenida del rsl0975200 en el estudio GWAS realizado por el IMSGC '°'. 
Sin embargo, y debido a la falta de potencia estadistica para detectar ORs muy bajas 
con este estudio, no podemos descartar por completo la posibilidad de que esta 
variante esté asociada con la susceptibilidad a padecer EM.
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ESTUDIO MULTICENTRICQ DE REPLICACION DE GWAS
Durante los ùltimos 4 anos, los estudios de barrido genômico (GWAS) han 
explorado el genoma humano proporcionando un gran volumen de datos que ha 
permitido senalar a genes completamente insospechados como potencialmente 
influyentes en la susceptibilidad a ciertas enfermedades de carâcter autoinmune. Los 
datos obtenidos en los estudios de barrido genômico reaflrman la teoria de una base 
poligénica en los desôrdenes genéticamente complejos, segun la cual existen muchos 
genes que pueden estar actuando e influyendo conjuntamente en la susceptibilidad a la 
enfermedad, aportando cada uno de ellos un efecto muy modesto. Asimismo, estos 
anâlisis genéticos a gran escala han permitido observar un cierto grado de 
solapamiento entre genes que afectan a distintas enfermedades autoinmunes, lo que 
apoya la idea de un mecanismo patogénico comùn entre estas enfermedades, que 
desembocaria, fïnalmente, en el fallo del control de la autotolerancia
En 2007 se llevô a cabo el primer GWAS en EM en donde se pudieron 
identificar varios genes asociados a esta enfermedad (como IL7RA o IL2RA), los 
cuales han sido posteriormente replicados en otras poblaciones independientes. En el 
ano 2009, Baranzini y colaboradores llevaron a cabo otro GWAS en 1000 pacientes 
de EM; aunque en este caso trataron de identificar nuevos genes no sôlo en relaciôn a 
la susceptibilidad, sino también en relaciôn a las formas clinicas de la EM. Mediante 
el anâlisis de 551.642 SNPs, los autores definieron 13 nuevos SNPs (no HLA) como 
los mâs asociados a la susceptibilidad a EM global en su estudio, todos ellos con 
efectos modestos en el riesgo a la enfermedad
Debido a la importancia de la replicaciôn en poblaciones independientes de las 
senales obtenidas en los GWAS, nuestro objetivo en este trabajo fue tratar de replicar 
la asociaciôn con EM de los principales SNPs de riesgo (tuera de la regiôn HLA) 
identificados en el estudio de barrido genômico llevado a cabo por Baranzini y 
colaboradores Con este objetivo, analizamos un total de 2863 pacientes de EM y 
2930 contrôles recogidos en 4 puntos de Espana (Barcelona, Andalucia, Pais Vasco y 
Madrid) para realizar el estudio caso-control de dichos SNPs.
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Tras realizar el genotipado de los principales marcadores no HLA asociados a 
EM en el estudio de Baranzini y colaboradores en nuestra poblaciôn espanola, 
emprendimos un anâlisis de homogeneidad para comprobar si el efecto de los 
polimorfismos era homogéneo en nuestras 4 colecciones de EM y contrôles (Madrid, 
Barcelona, Pais Vasco y Andalucia) (véase Material y Métodos). En la Tabla 18, se 
muestran las ORs (referidas al alelo minoritario) de cada SNP analizado en las 4 
muestras por separado. El anâlisis de homogeneidad muestra que los SNPs rs 1109670, 
rs651477, rs l841770 y rs9523762 son heterogéneos, siendo responsables las 
colecciones de Madrid, Barcelona, Pais Vasco y Andalucia, respectivamente. Tras 
excluir la colecciôn heterogénea en cada caso, observamos que la heterogeneidad (I )^ 
entre las muestras restantes era inferior al 40% ( p h o m o g e n e i d a d  >0,1); por lo que 
asumimos que las colecciones restantes son homogéneas entre si en todos los casos 
(Tabla 18).
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En la Tabla 19 se muestran las frecuencias genotipicas y alélicas de todos los 
SNPs analizados en el conjunto de las 4 muestras de la poblaciôn (excluyendo siempre 
las colecciones heterogéneas en cada caso). El anâlisis conjunto realizado mediante el 
test de Mantel-Haenszel (M-H), muestra que de los 11 SNPs analizados en nuestra 
poblaciôn espanola, el rs9523762 es el ùnico polimorfismo asociado a EM (pm-h ^ 
1,6x10^), mostrando un efecto protector de su alelo minoritario [0R= 0,81 (0,74- 
0,89)]. El estudio caso-control no consigne replicar ninguno de los otros 10 SNPs 
previamente asociados en el estudio de Baranzini en nuestra poblaciôn espanola 
(Tabla 19). La potencia estadistica de nuestro estudio nos permitiria detectar efectos 
incluso mâs débiles de los publicados por Baranzini y colaboradores en todos los 
casos (excepto para el rs l6914086).
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Tabla 19: Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas (n, %) de los polimorfismos 
previamente asociados a EM en el estudio de Baranzini y colaboradores 
muestras de EM y contrôles (ORs referidas al genotipo y alelo minoritarios).
en nuestras
AA 180 (8) 192 (8) 0,23 0,97 (0,83-1,05)
CA 901 (40) 969(42)
r s l109670* DDEF2
(2)
CC 1170 (52) 1171(50)
A
C
1261 (28) 
3241 (72)
1353(29) 
3311 (71)
0,29 0,95 (0,94-1,04)
GG 138(6) 145 (6) 0,37 1,05 (0,94- 1,19)
AG 833 (36) 822 (34)
rs651477 * ENl
(2)
AA 1371 (59) 1440 (60)
G
A
1109 (24) 
3575 (76)
1112(23) 
3702 (77)
0,51 1,03 (0,94-1,14)
AA 51(2) 32(1) 0,70 1,02 (0,9-1,17)
rs7607490
TR1B2
(2)
AG
GG
553 (19) 
2231 (79)
575(20)
2297(79)
A
G
655(12)
5015 (88)
639(11) 
5169 (89)
0,35 1,06 (0,94-1,19)
GG 430(21) 391 (18) 0,62 1,03 (0,91-1,18)
GT 953 (47) 1078 (49)
rsl841770* ZICl
(3)
TT
G
646 (32) 
1813(45)
709 (33) 
1860(43)
T 2245 (55) 2496 (57) 0,07 1,08 (0,99-1,18)
AA 401 (14) 393 (13) 0,28 1,06 (0,95-1,18)
AG 1333(47) 1334 (46)
rs7672826 MGC45800
(4)
GG
A
1118(39) 
2135(37)
1180(41) 
2120 (36)
G 3569 (63) 3694 (63) 0,30 1,04(0,97-1,13)
TT 652 (23) 657(23) 0,69 1,02 (0,91-1,15)
CT 1368(49) 1402 (49)
rsl529316 CSMDl
CC 787(28) 821 (29)
(8) T 2672 (48) 2716(47)
C 2942(52) 3044 (53) 0,65 1,02(0,95-1,1)
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CC 742 (26) 718(25) 0,65 1,03 (0,91-1,16)
AC 1339(47) 1395(48)
rs2049306 CSMDl
(8)
AA
C
741 (26) 
2823 (50)
773 (27) 
2831 (49)
A 2821(50) 2941 (51) 0,30 1,04 (0,97-1,12)
AA 42(1) 51 (2) 0,40 0,95 (0,84-1,07)
GA 639(22) 670 (23)
rsl6914086 TBCID2
GG 2170 (76) 2181(75)
(9) A 723 (13) 772 (13)
G 4979 (87) 5032 (87) 0,32 0,95 (0,85-1,06)
TT 426(15) 464(16) 0,79 1,01 (0,91-1,13)
CT 1359 (48) 1358(47)
rsl7S5289 SH3GL2
(9)
CC
T
1046(37) 
2211 (39)
1083 (37) 
2286 (39)
C 3451 (61) 3524 (61) 0,74 0,99 (0,92-1,07)
TT 608 (21) 606 (21) 0,65 0,97 (0,87-1,09)
GT 1386 (49) 1446 (50)
rsl458175 PDZRN4(12)
GG
T
854(30)
2602 (46)
856(29)
2658(46)
G 3094 (54) 3158 (54) 0,98 1,00(0,93-1,08)
AA 300(17) 365(22) 0,0003 0,77 (0,66-0,89)
AG 829 (47) 823 (49)
rs9523762 ^ GPC5(13)
GG
A
618(35) 
1429 (41)
498 (30) 
1553 (46)
G 2065 (59) 1819(54) 1,6x10* 0,81 (0,74-0,89)
Los anâlisis fueron hechos excluyendo las colecciones heterogéneas en cada caso: ‘Madrid, 
^Barcelona, ^Pais Vasco o "Andalucia.
Finalmente, los resultados del anâlisis de regresiôn logistica ajustando por las 
covariables género y HLA-DRBl*!5:01 mostraron que, a diferencia de lo que ocurre 
en el estudio original dichas covariables no son factores de confusion en nuestro 
estudio, por lo que no se tuvieron en cuenta en los anâlisis (datos no mostrados).
Las diferentes estratificaciones realizadas por género, HLA-DRB1*15:01 o por 
formas clinicas en la poblaciôn espanola de EM no aportaron informaciôn adicional.
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Los estudios de barrido genômico han posibilitado, en los ùltimos anos, 
adquirir un gran volumen de datos genéticos que ha permitido obtener nuevas pistas 
sobre la patogénesis de ciertas enfermedades mediadas por el sistema inmune. Sin 
embargo, el gran nùmero de comparaciones estadisticas realizadas en los estudios de 
este tipo da lugar a un alto nùmero de falsos positives. Por ello, la replicaciôn en 
poblaciones independientes es fundamental para confirmar las senales obtenidas en los 
GWAS.
Tras nuestro anâlisis de los principales marcadores asociados a la 
susceptibilidad de EM en el estudio de Baranzini tan sôlo el rs9523762, localizado 
en el intrôn 8 del gen GPC5 {Glypican 5) replica su asociaciôn en nuestra poblaciôn 
espanola. Los glipicanes son un tipo de proteoglicanos heparan sulfato que se anclan a 
la superficie extema de la membrana plasmâtica, y que ejercen un importante papel en 
el control de la divisiôn celular Estas moléculas estân implicadas en la formaciôn 
de las sinapsis neuronales, en la regeneraciôn axonal y se han encontrado formando 
densas redes en las plaças activas de EM Inicialmente, los SNPs del gen GPC5 se 
asociaron en estudios GWAS con la respuesta al tratamiento con Interferôn-P (IFN-P) 
de pacientes de EM Un estudio realizado en nuestro laboratorio, replicô la 
asociaciôn previamente encontrada de un SNP del gen GPC5 (rsl0492503) con la 
respuesta a este tratamiento Al analizar si el rs9523762 pudiera estar también 
asociado a la respuesta a IFN-P en la colecciôn de Madrid (en el grupo de 
respondedores se incluyeron aquellos pacientes que no tuvieron brotes ni incremento 
en el indice EDSS durante el periodo de seguimiento de dos anos; el grupo de no- 
respondedores incluyô a aquellos pacientes que hubieran tenido al menos dos brotes o 
un incremento de al menos un punto en el indice EDSS durante el mismo periodo 
observamos que este polimorfismo no se encuentra asociado a este tipo de respuesta 
(p=0,81). Estos resultados concuerdan con la falta de correlaciôn entre el rs l0492503 
y el rs9523762 (r  ^= 0). Si bien los trabajos iniciales habian asociado a este locus a la 
respuesta al tratamiento, estudios posteriores también han asociado SNPs de este gen 
con la susceptibilidad a padecer EM en poblaciôn Noruega (rs9523787). El propio 
rs l0492503 se asociô también con la susceptibilidad a EM en nuestra colecciôn de 
pacientes de Madrid (datos no publicados). El estudio de asociaciôn realizado para el 
rs9523762, que muestra una correlaciôn genética de 0,40 con el rs9523787 asociado
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en poblaciôn Noruega confirma a este polimorfismo como factor de 
susceptibilidad a EM en poblaciôn espanola.
Nuestros resultados con respecto al rs9523762 muestran una cierta 
controversia en relaciôn al estudio original ya que Baranzini y colaboradores 
muestran un efecto de susceptibilidad del alelo minoritario, opuesto al efecto que 
observamos nosotros. Recientemente, un estudio de marcadores de susceptibilidad de 
EM en poblaciôn afroamericana ha descrito al alelo G del rs9523762 como el alelo 
de riesgo, al igual que ocurre en nuestra poblaciôn espanola. Si bien es cierto que este 
SNP no alcanzô una asociaciôn significativa en dicho estudio realizamos un meta- 
anâlisis con los datos publicados en el estudio de poblaciôn afroamericana y nuestros 
propios datos, observando que ambos estudios son homogéneos (phomogeneidad"= 0,43; 
1^=0%). El anâlisis combinado muestra un efecto global de protecciôn del alelo A [pm. 
H< 10'^; ORm-h (I C. 95%)= 0,83 (0,76-0,90)]. A pesar de los resultados 
aparentemente contradictorios, sin duda el gen GPC5 es uno de los loci con mayores 
evidencias de influir tanto en la susceptibilidad a padecer EM, como en la respuesta a 
IFN-P de estos pacientes, lo que ha sugerido la hipôtesis de que la via del IFN tipo I 
pudiera tener un papel en la patogénesis de la enfermedad (o al menos en algùn 
subgrupo de los pacientes) Futures estudios esclarecerân su papel concrete en la 
EM.
Con respecto a los otros 10 SNPs analizados, en ninguno de ellos se replicô en 
nuestra poblaciôn espanola su asociaciôn previa. Existen diversas razones para 
explicar las discrepancias observadas entre nuestro estudio y el de Baranzini y 
colaboradores Una de ellas estâ relacionada con la baja potencia estadistica que 
poseen los estudios GWAS para detectar un marcador especifîco. Debido al alto 
nùmero de comparaciones realizadas en estos estudios, tal y como se ha comentado 
anteriormente, el nivel de significaciôn aceptado habitualmente suele ser de p=10^ ô- 
10 * (lo que equivaldria a una p=0,05 en un estudio de gen candidate) En el estudio 
de Baranzini las asociaciones propuestas son menos exigentes (p<10^), por lo que 
la replicaciôn en poblaciones independientes se hace absolutamente necesaria para 
validarlos. Es posible, por tanto, que los SNPs asociados por los autores debido al 
empleo de niveles de significaciôn menos exigentes que los requeridos, correspondan 
a resultados falsos positivos, a excepciôn del SNP replicado en este trabajo.
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El fenômeno llamado “winner's curse'\ basado en que los efectos observados 
por primera vez tienden a estar sobreestimados, podria ser otra de las causas de las 
diferencias que observamos entre ambas poblaciones. De ser asi, la potencia 
estadistica de nuestro estudio séria menor de lo que pensamos, aunque, como se ha 
comentado anteriormente, nuestra potencia nos permite detectar efectos mâs débiles 
que los publicados, lo cual hace improbable esta explicaciôn.
Otra causa factible de la falta de replicaciôn observada podria residir en las 
diferencias poblacionales existentes entre la poblaciôn del Norte de Europa y 
Norteamérica (empleadas en el estudio de Baranzini y la poblaciôn espanola. Es 
posible que exista un desequilibrio de ligamiento diferente entre las variantes causales 
y los marcadores asociados entre las poblaciones que ellos estudian y la nuestra. 
Asimismo, résulta factible que existan diferencias en cuanto a las interacciones gen- 
ambiente o gen-gen (epistasis) entre las poblaciones, lo que podria explicar nuestra 
falta de replicaciôn. Sin duda, las diferencias en el riesgo poblacional a padecer EM 
(siendo mucho mâs prevalente en poblaciones del Norte de Europa con respecto a las 
poblaciones mediterrâneas) apoyan esta posibilidad.
Finalmente, otra posibilidad se basaria en la caracteristica heterogeneidad 
clinica de la EM. Es posible que la variante genuina o etiolôgica esté asociada a un 
subconjunto de pacientes de EM, y que dicho efecto pudiera no ser detectado cuando 
considérâmes a los enfermes en su totalidad Diferencias en la proporciôn de dicho 
subgrupo en las distintas poblaciones podria dar lugar a las asociaciones observadas en 
la poblaciôn del Norte de Europa y Norteamérica y que no se replican en nuestra 
poblaciôn espanola. La estratificaciôn realizada en los distintos subgrupos estudiados 
(género, HLA-DRBl*!5:01 y formas clinicas) no ha conseguido esclarecer este 
aspecto. Sin duda, en los anâlisis futures serâ necesaria una categorizaciôn mâs 
exhaustiva de los pacientes incluidos en los estudios de asociaciôn de EM para poder 
définir si las posibles variantes causales se asocian realmente con la susceptibilidad a 
la enfermedad o lo hacen con un subgrupo concrete de pacientes
Lo resultados aquf mostrados han sido recientemente publicados en la revista 
Genes and Immunity
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Recientemente, De Jager y colaboradores llevaron a cabo un meta-anâlisis de 
los estudios genome-wide de EM, en el cual se incluyeron datos de los 3 consorcios 
participantes: International Multiple Sclerosis Genetics Consortium (IMSGC) 
GeneMSA consortium y datos no publicados generados a partir de 860 pacientes de 
EM del Partners MS Center de Boston El meta-anâlisis, que conto finalmente con 
un total de mâs de 2600 pacientes de EM y 7200 contrôles, se complété con un estudio 
de replicaciôn de los SNPs mâs fuertemente asociados en una muestra independiente 
de 2200 pacientes y 2100 contrôles Ademâs de la validaciôn de ciertos SNPs, 
actualmente plenamente establecidos como polimorfismos asociados a la EM, el 
articule identified très nuevos loci fuera de la regiôn HLA que se asociaron a EM con 
el nivel de significaciôn requerido por los GWAS: TNFRFSIA {Tumor Necrosis 
Factor Receptor Superfamily lA) (rsl 800693 y rs4149584), IRF8 {Interferon Receptor 
Factor 8) (rsl7445836) y CD6 {Cluster Differentiation 6) (rsl7824933) (Figura 
20).
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Figura 20; Ilustraciôn de los 3 nuevos loci asociados significativamente a EM identificados en 
el meta-anâlisis de De Jager y colaboradores. a) Regiôn TNFRFSIA; b) Regiôn IRF8; c) 
Region CD6. El diamante rojo représenta el SNP mâs fiertemente asociado en cada region en 
el meta-anâlisis; el diamante azul représenta el nivel de significaciôn de dicho SNP para cada 
regiôn en el anâlisis conjunto del meta-anâlisis con los datos de la replicaciôn (imagen 
obtenida de De Jager y colaboradores ” )^.
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El SNP rs l7445836 del locus IRF8 se asociô significativamente a EM en el 
meta-anâlisis de De Jager {P = 3,73 x 10”^ ), revelando un efecto de protecciôn de su 
alelo A (OR= 0,80) Este polimorfismo se localiza dentro del las 61 kb del gen 
IRF8, el cual codifica uno de los muchos factores de transcripciôn que regulan las 
respuestas a los interferones de Tipo I (a y P) mediante su uniôn a los ISREs 
{Interferon-Stimulated Response Elements). IRF8 régula la diferenciaciôn y funciôn 
de granulocitos, macrôfagos y células dendriticas mediante la activaciôn o represiôn 
de genes diana. Adicionalmente, estâ involucrado en el desarrollo de los centros 
germinales de linfocitos B (LB)
El gen TNFRSFIA, que codifica el receptor p55 del TNF-a, se ha asociado 
previamente a otras enfermedades neurodegenerativas como el Sindrome Periôdico 
Asociado al TNF (TRAPS). Este sindrome, consistente en episodios récurrentes de 
inflamaciôn sistémica (incluyendo mialgia y afectaciones oculares), se ha visto 
asociado con diversas mutaciones de baja frecuencia en TNFRSFIA En el meta- 
anâlisis realizado por De Jager y colaboradores, el rs4149584 obtuvo una evidencia 
sustancial de asociaciôn con EM (pcombinada = 5,25x10'^) y su alelo minoritario présenté 
un efecto de susceptibilidad (OR= 1,6) En este mismo estudio encontraron 
asociado a EM otro SNP de este locus (rsl800693) independiente del rs4149584 (r^= 
0,04). El alelo T del r s l800693 se encontrô asociado con un aumento de la 
susceptibilidad a EM, aunque con efecto mâs débil (OR= 1,20) Se trata por tanto, 
de dos asociaciones independientes dentro del mismo gen. Por un lado, un 
polimorfismo con un efecto modesto pero con una alta frecuencia de su alelo 
minoritario (rs l800693, MAE = 47% en la poblaciôn caucâsica empleada en el 
proyecto HapMap), y por otro, un SNP de baja frecuencia (aproximadamente 2% en 
poblaciones europeas) pero con un efecto de susceptibilidad a EM mâs fiierte 
(rs4149584).
CD6 es una glicoprotema de membrana tipo I de 105-130 kDa perteneciente a 
la superfamilia de receptores scavenger ricos en cistelna (SRCR). Se expresa en 
timocitos, células T y B la maduras y en determinadas regiones cerebrales como la glia 
basai y el côrtex cerebeloso. Su ligando principal es la Molécula de Adhesiôn Celular 
de Leucocitos Activados (ALCAM/CD166) (Figura 21a), la cual se expresa en células 
hematopoyéticas asi como en células epiteliales, endoteliales y neuronales (revisado
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en Bowen y colaboradores CD6 es una molécula accesoria que envia senales 
coestimuladoras a los LT (a través de ALCAM/CD166). Sin embargo, su funciôn en la 
activaciôn y diferenciaciôn linfocitica no estâ aùn determinada. Si es conocida la 
implicaciôn de CD6 en la maduraciôn de la sinapsis inmunolôgica entre LT y la CPA, 
ya que CD6 se acumula en la parte central de la sinapsis inmunolôgica madura en LT 
no activados, y se asocia con el complejo CD3/TCR Ademâs, la forma soluble de 
CD6 podria tener una funciôn como receptor de reconocimiento de patrones (PRR) y 
protéger frente al shock séptico inducido por lipopolisacâridos La molécula CD6 
posee una larga regiôn intracitoplasmâtica con muchas secuencias consenso para la 
transducciôn de la senal a través de la cascada de senalizaciôn de las MARK {Mitogen- 
Activated Protein Kinases) (Figura 21b), lo cual influye, probablemente, en el balance 
pro- y anti-apoptôtico de linfocitos en desarrollo y linfocitos maduros Con 
respecto a la EM, un estudio del ano 2008 mostrô que ALCAM y CD6 colocalizan 
cuando se produce la extravasaciôn de los LT CD4+ hacia el SNC a través de la BHE. 
El articulo concluye que la expresiôn de ALCAM en el endotelio de la BHE estâ 
sobreregulada en las lesiones activas de EM, y que su bloqueo restringe la entrada de 
LT CD4+ a través del endotelio de la BHE, reduciendo la severidad de la enfermedad 
en el modelo murino de EM El primer articulo que evidenciô una asociaciôn 
genética del locus CD6 con EM fue el meta-anâlisis de De Jager y colaboradores, en 
el cual vieron significativamente asociado (y posteriormente replicado) un SNP 
(rsl7824933) del intrôn 1 del gen CD6 (p = 3,79x10'^; OR= 1,18)
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Figura 21: a) Esquema de la union de CD6 en el LT con la molécula ALCAM/CD 166; b) 
Esquema de las secuencias consenso del dominio citoplasmâtico de CD6 que son reconocidas 
por kinasas e inician la cascada de senalizaciôn de las MAPK (imagen adaptada de Bowen y
colaboradores
El présenté estudio se disenô, inicialmente, con el objetivo de replicar los 4 
SNPs asociados a EM en el estudio de De Jager y colaboradores en nuestra 
poblaciôn espanola. Los resultados de dicho estudio fueron recientemente publicados 
en la revista Journal o f Neuroimmunology en una colaboraciôn realizada que 
incluyô colecciones de EM y contrôles de Madrid, San Sebastian, Bilbao y Andalucia 
(ver Material y Métodos). Adicionalmente, nuestro grupo quiso profundizar mâs en el 
estudio de dos de los genes analizados {CD6 y TNFRSFIA), mediante la realizaciôn de 
un tagging para TNFRSFIA, y un mapeo fmo y estudio funcional de dos 
polimorfismos del locus CD6.
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a) Estudio de replicaciôn de IRF8:
El rs l7445836 fue genotipado para todas las muestras de contrôles y pacientes 
de EM de las colecciones de Madrid, Andalucia, San Sebastian y Bilbao; sin embargo, 
las colecciones de Madrid y Bilbao tuvieron que ser descartadas del estudio, ya que 
los contrôles de ambas poblaciones no se ajustaban a las proporciones esperadas bajo 
el HWE (ph-w) para dicho SNP (ph-w Madrid^ 0,0007; Ph-w Bilbao= 3,62 x 10^). Los 
resultados para las colecciones de Andalucia y San Sebastian no muestran asociaciôn 
del alelo de riesgo previamente descrito (G) del rs l7445836 con EM (Tabla 20). Tras 
comprobar la homogeneidad de ambas colecciones, se realizô el anâlisis de Mantel- 
Haenszel, que corroborô que dicho SNP no se encuentra asociado con EM en 
poblaciôn espahola (Tabla 20). No se obtuvo ningùn dato significativo al estratificar a 
los pacientes por la presencia/ausencia del alelo HLA-DRBl *15:01 (datos no 
mostrados).
139
REPLICACION Y ANALISIS DE IRF8, TNFRSFIA Y CD6
Tabla 20: Distribucion de las frecuencias alélicas (n, %) del polimorfismo estudiado en el gen 
IRF8 en pacientes de EM y contrôles, y anâlisis combinado (ORs alélicas referidas al alelo de 
riesgo).
n % n %
187 14 264 17
1103 86 1308 83 —
294 15 406 16
1712 85 2012 84 0,17 1,12 (0,95-1,32)
163 14 216 19
997 86 896 81 —
San
92 19 96 20
394 81 392 80 0,77 1,05 (0,76-1,44)
Combinado 1* homogeneidad P  M-H OR m -h (I.C. 95%)
0,702 0,164 1,11 (0,96-1,28)
*E1 anâlisis combinado se realizô incluyendo sôlo las colecciones de Andalucia y San 
Sebastiân (M-H -  Mantel-Haenszel).
Nuestros resultados no replican los datos obtenido por De Jager y 
colaboradores La falta de replicaciôn observada en nuestra poblaciôn podria 
explicarse por una falta de poteneia estadistica, ya que aunque la potencia de nuestro 
estudio se calculô para detectar los efectos publicados en el articulo original (OR = 
1,25) esta se calculô teniendo en cuenta el total de contrôles y pacientes de EM 
(2943 contrôles y 2514 pacientes). Al no tener una potencia estadistica superior al 
80%, nuestros resultados no permiten descartar al gen IRF8 como un posible factor de 
riesgo en la susceptibilidad a EM.
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b) Replicaciôn y tagging de TNFRSFIA:
Inicialmente, se realizô un estudio para tratar de replicar los resultados 
obtenidos de los dos SNPs asociados a EM en el estudio de De Jager en las 4 
eolecciones de EM y contrôles de poblaciôn espanola. El rs l800693 no pudo ser 
genotipado en nuestra poblaciôn mediante tecnologia TaqMan, debido a problemas en 
la separaciôn de los distintos clusters genotipicos, de forma que este fue reemplazado 
por un SNP proxy (rsl860545) que posee una alta correlaciôn con el r s l800693 (r^= 
0,93). Las cuatro colecciones fueron homogéneas en cuanto a las ORs de este 
polimorfismo (Psresiow-Day ^  0,96), y el test de Mantel-Haenszel confirmô la asociaciôn 
del alelo A del rs l860545 con EM en poblaciôn espafiola, ejerciendo un efecto de 
susceptibilidad débil [pm-h= 0,001; OR (I.C. 95%) = 1,15 (1,06-1,25)] (Tabla 21). 
Por otro lado, el SNP codificante de baja frecuencia (rs4149584) no se vio asociado en 
ninguna de las colecciones de manera individual, ni de manera conjunta al considerar 
las 4 colecciones ( p m -h = 0,06) (Tabla 21). Ambos SNPs del TNFRSFIA no estân 
correlacionados en nuestra poblaciôn espafiola (r  ^ = 0,004), al igual que ocurria en el 
articulo original (r^  = 0,041)
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Tabla 21: Distribucion de las frecuencias alélicas (n, %) de los polimorfismos estudiados en el
gen TNFRSFIA en pacientes de EM y contrôles en poblaciôn espanola. Anâlisis combinado
{Mantel-Haenszel) de todas las colecciones (ORs referidas al alelo de riesgo).
n % n %
485 38 382 35 0,15 1,13 (0,96-1,34)
789 62 704 65
720 39 904 36 0,059 1,13 (1,00-1,28)
1132 61 1602 64
440 39 380 34 0,019 1,23 (1,03-1,46)
698 61 740 66
San
203 42 193 39 0,36 1,13 (0,87-1,45)
285 58 305 61
P homogeneidad P M-H OR M-H (I.C. 95%)
A 0,96 0,001 1,15 (1,06-1,25)
n % n %
38 3 25 2 0,48 1,20 (0,70-2,07)
1242 97 981 98
56 3 57 2 0,14 1,32 (0,90-1,92)
1834 97 2485 98
Bilbao
33 3 23 2 0,20 1,39 (0,80-2,38)
1109 97 1075 98
San
17 3 14 3 0,56 1,23 (0,60-2,53)
467 97 474 97
P homogeneidad P M-H OR M-H(I.C.95%)
0,99 0,06 1,27 (0,99-1,63) 1
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Para profundizar mas en el estudio del locus TNFRSFIA, se realizô un tagging 
del gen para aumentar la variabilidad estudiada en el mismo. Se analizaron 6 SNPs en 
la colecciôn de EM y contrôles de Madrid (Figura 22). Los resultados muestran que 
ninguno de los 6 SNPs analizados se asociô a EM en el estudio caso-control (Tabla 
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Figura 22: Val ores de desequilibrio de ligamiento (D ' y r  ^ x 100) existente entre los 6 SNPs 
analizados del gen TNFRSFIA en la colecciôn de EM y contrôles de Madrid (HCSC).
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T a b l a  2 2 : Distribuciôn de las frecuencias alélicas y genotipicas (n, %) de los polimorfismos 
estudiados en el estudio tagging del gen TNFRSFIA en pacientes de EM y contrôles en la 
colecciôn de Madrid (ORs referidas al genotipo o alelo minoritario).
m m
rs4149584
TT 0 0% 0 0% - -
TC 38 6% 25 5% 0,47 1,21 (0,70-2,09)
CC 602 94% 478 95%
T 38 3% 25 2% 0,48 1,20 (0,70-2,07)
C 1242 97% 981 98%
rs1860545
AA 97 15% 64 12% 0,09 1,34 (0,95-1,91)
GA 291 46% 254 47%
GG 249 39% 225 41%
A 485 38% 382 35% 0,15 1,13 (0,95-1,35)
________G_________ 789 62% 704 65%
rs4149579
TT 6 1% 4 1% 0,48 1,27 (0,30-6,15)
TC 92 15% 65 12%
CC 533 84% 464 87%
T 104 8% 73 7% 0,21 1,22 (0,89-1,69)
C 1158 92% 993 93%
rs4149577
GG 153 24% 144 27% 0,32 0,88 (0,67-1,15)
GA 320 50% 285 53%
AA 163 26% 113 21%
G 626 49% 573 53% 0,08 0,86 (0,73-1,02)
A 646 51% 511 47%
rs4149576
TT 102 16% 77 14% 0,38 1,16(0,83-1,61)
TC 290 46% 257 48%
CC 235 37% 201 38%
T 494 39% 411 38% 0,63 1,04(0,88-1,24)
C 760 61% 659 62%
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rs4149573
GG 5 1% 5 1% 1,00 0,85 (0,20-3,73)
GC 91 14% 75 14%
CC 541 85% 464 85%
G 101 8% 85 8% 0,92 1,02 (0,74-1,39)
C 1173 92% 1003 92%
Al realizar las distintas estratifïcaciones de los pacientes en todos los SNPs 
estudiados, tan solo el rs4149577 mostrô senales signifïcativas al estratificar por la 
presencia o ausencia del principal factor genético de susceptibilidad en EM (HLA- 
DRBl *15:01). Al realizar el estadistico para la comparaciôn por genotipos (tabla de 
contingencia 3x2) entre pacientes de EM con y sin el alelo HLA-DRB 1*15:01, 
observamos una diferencia estadisticamente signifïcativa entre ambos grupos (p= 
0,015). Al comparar dichos subgrupos con contrôles, se observa que tan solo el grupo 
de pacientes no portadores del HLA-DRB 1*15:01 difiere significativamente de los 
contrôles, mostrando su alelo G un efecto protector [P= 0,03; OR (I.C. 95%) = 0,82 
(0,67-0,99)]; mientras que las frecuencias alélicas del rs4149577 en el grupo de 
pacientes portadores del alelo HLA-DRB1*15:01 son prâcticamente idénticas a las de 
contrôles (Tabla 23).
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Tabla 23: Distribuciôn alélica y genotipica (n, %) del rs4149577 estratificado por la 
presencia/ausencia del alelo HLA-DRB 1 *15:01 en la colecciôn de EM y contrôles de Madrid.
GG 45 (23%) 90 (25%) 144 (27%)
GA 111 (58%) 167 (46%) 285 (53%)
AA 37(19%) 106 (29%) 113(21%)
G 201 (52%) 347 (48%) 573 (53%)
A 185 (48%) 379(52%0 511 (47%)
3x2 (DRE 1*15:01 vs. No DRB1*15:01) P = 0,015
3x2 (No DRS1*15:01+ vs. Contrôles) P = 0,015
OR alélica (DRBl *15:01 vs. Contrôles) P -  0 ,7 9
OR alélica (No DRB1*15:01 vs. Contrôles) P= 0,03; OR (I.C. 95%) = 0,82 (0,67-0,99) |
Al realizar la comparaciôn de los distintos haplotipos formados por los 6 SNPs 
en la colecciôn de Madrid, observamos que el haplotipo CGCATC (rs4149584- 
rs l860545- rs4149579- rs4149577- rs4149576- rs4149573) résulta significativo en el 
estudio caso-control (p= 0,01) (Tabla 24); sin embargo, este dato pierde su 
significaciôn al ser corregido mediante la correcciôn de Bonferroni (P corregida= 
0,07), de manera que no podemos définir a ninguno de los haplotipos mostrados como 
significativamente asociados a EM en la colecciôn de Madrid.
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Tabla 24: Frecuencia y anâlisis estadistico de los haplotipos formados por los 
SNPs: rs4149584- rs 1860545- rs4149579- rs4149577- rs4149576- rs4149573 en 
los pacientes de EM y contrôles de la colecciôn de Madrid.
H a p l o t i p o  F r e c u e n c i a  F M ;  C ont ro l
CGCGCC 0,417; 0,444 0,18
CACATC 0,342; 0,319 0,24
CGTACC 0,083; 0,063 0,06
CGCGCG 0,070; 0,069 0,92
CGCACC 0,030; 0,028 0,71
CGCATC 0,020; 0,037 0,01
TACATC 0,028; 0,023 0,50
Nuestros resultados confïrman, por tanto, la asociaciôn del rs 1860545 (r  ^ = 
0,93 con rs 1800693) con EM en poblaciôn espanola, replicando los resultados 
obtenidos en el meta-anâlisis de De Jager y colaboradores (rs 1800693: P= 2,77 x 10 
OR= 1,20) y confirmando al TNFRSFIA como nuevo factor de susceptibilidad a EM 
también en poblaciôn espanola. Con respecto a la senal independiente rs4149584, esta 
no parece asociarse con la susceptibilidad a EM en las colecciones independientes, 
aunque existe una tendencia a la significaciôn en el anâlisis combinado de poblaciôn 
espanola ( p m -h  = 0,06). Es importante tener en cuenta que el nivel de significaciôn del 
rs4149584 en estudio de De Jager fue de p=^  5,25*10^ no superando, por tanto, el 
umbral de significaciôn requerido en este tipo de anâlisis (p= 5*10'*). A pesar de que 
nuestro estudio posee una potencia estadistica del 80% para detectar el efecto 
observado por De Jager para este SNP, probablemente la baja frecuencia de su 
alelo minoritario en nuestra poblaciôn (al igual que ocurre en el resto de poblaciôn 
europea), haria necesaria una OR mâs fuerte que la observada en nuestra poblaciôn 
espanola para poder obtener un resultado significativo.
Cabe destacar el efecto de protecciôn que présenta el alelo G del rs4149577 en 
el subgupo de pacientes no portadores del alelo HLA-DRB1*15:01 (OR= 0,82) en la 
muestra de Madrid. Esta asociaciôn deberâ replicarse en muestras de EM y contrôles 
independientes para confirmar a este SNP como posible marcador de protecciôn en 
dicho subgrupo de pacientes.
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c) Replicaciôn, mapeo flno y estudio funcional de CD6\
Inicialmente, se realizô un estudio para tratar de replicar la asociaciôn con EM 
del polimorfïsmo de CD6 caracterizado por De Jager en poblaciôn espanola. El 
rs 17824933 se asociô de manera individual en la colecciôn de Bilbao (p= 0,002) 
(Tabla 25), aunque no lo hizo en el resto de colecciones. Al ser homogéneas todas las 
colecciones, se procediô al anâlisis conjunto de Mantel-Haenszel, observando que el 
alelo G del rs 17824933 se asocia con un aumento de la susceptibilidad a EM en 
poblaciôn espanola [p= 0,004; OR (I.C. 95%) = 1,14 (1,04-1,24)] (Tabla 25), 
replicando, por tanto, los resultados obtenidos en el estudio original*'^.
Tabla 25: Distribuciôn de las frecuencias alélicas (n, %) del polimorfïsmo estudiado en el gen 
CD6 en pacientes de EM y contrôles en poblaciôn espanola. Anâlisis combinado {Mantel- 
Haenszel) de todas las colecciones (ORs alélicas referidas al alelo de riesgo).
n % n %
355 28 415 27 0,37 1,08 (0,91-1,28)
^ _____ 921 72__ 1139 _73____
547 28 653 26 0,19 1,09(0,96-1,25)
1439 12__ 1885 _74____
G 344 30 266 24 0,002 1,34 (1,11-1,62)
814 _70__ 844 _76____
San
131 28 132 27 0,75 1,05 (0,79-1,39)
339 72 358 12___
P homogeneidad P M-H OR m -h (l.C.95%) 1
0,352 0,004 1,14 (1,04-1,24) 1
Tras la replicaciôn de la asociaciôn del rs 17824933 a EM en poblaciôn 
espanola, quisimos profundizar mâs en el estudio del locus CD6 en EM. Se realizô un 
estudio previo en las colecciones de Bilbao y San Sebastiân en el que se llevô a cabo 
un mapeo flno de CD6 (datos no mostrados). Tras el mapeo fino, los SNPs de CD6
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mâs fliertemente asociados en dichas colecciones se genotiparon en las colecciones de 
Madrid y Andalucia como parte de un estudio multicéntrico que esta siendo validado 
actualmente. En la Tabla 26 se muestran los resultados correspondientes a la colecciôn 
de Madrid. La figura 23 muestra los coeficientes D ' y r  ^ entre los polimorfismos 
analizados en las muestras de Madrid (Figura 23).
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Figura 23: Desequilibrio de ligamiento (D ' y x 100) existente entre los 5 SNPs analizados 
del gen CD6 en la colecciôn de EM y contrôles de Madrid (HCSC).
Los resultados muestran que ninguno de los 4 nuevos SNPs de CD6 
analizados se encuentra asociado a EM en la colecciôn de Madrid (Tabla 26). 
Adicionalmente, no encontramos diferencias signifïcativas al estratificar por género, 
por la presencia o ausencia del alelo HLA-DRB 1"^  15:01 o por formas clinicas de la 
enfermedad. Tampoco bay diferencias en el estudio caso-control de los haplotipos 
formados por los SNPs estudiados (datos no mostrados).
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Tabla 26: Distribuciôn de las frecuencias alélicas y genotipicas (n, %) de los polimorfismos 
estudiados en el gen CD6 en pacientes de EM y contrôles en la colecciôn de Madrid (ORs 
referidas al alelo minoritario).
rs916811
AA 24 4% 34 5% 0,39 0,79 (0,45-1,40)
GA 226 36% 224 31% 0,08 1,23 (0,97-1,55)
GG 382 60% 460 64% 0,17 0,86 (0,68-1,08)
A 274 22% 292 20% 0,39 1,08 (0,90-1,31)
G 990 78% 1144 80%
r s l1230559
CC 46 7% 68 9% 0,31 0,82 (0,54-1,23)
TC 264 42% 305 39% 0,36 1,11 (0,89-1,38)
TT 326 51% 407 52% 0,73 0,96 (0,78-1,20)
C 356 28% 441 28% 0,87 0,99 (0,83-1,17)
T 916 72% 1119 72%
rs11230548
AA 16 3% 24 3% 0,63 0,86 (0,43-1,69)
CA 185 30% 216 27% 0,25 1,15 (0,90-1,46)
CC 420 68% 560 70% 0,34 0,90 (0,71-1,13)
A 217 17% 264 16% 0,49 1,07 (0,88-1,31)
C 1025 83% 1336 84%
rs l123056
GG 100 16% 135 18% 0,39 0,80 (0,66-1,18)
GA 304 50% 332 44% 0,06 1,23 (0,99-1,53)
AA 210 34% 281 38% 0,20 0,86 (0,69-1,09)
G 504 41% 602 40% 0,67 1,03 (0,88-1,21)
A 724 59% 894 60%
En conclusion, el présente estudio refuerza la hipôtesis de que los genes CD6 
y TNFRFSIA contribuyen a la susceptibilidad a EM en poblaciôn espanola. El posible 
papel funcional del gen TNFRSFIA en EM viene dado por su importancia en la via de 
activaciôn del TNF-a. Esta via se ha implicado en numerosas ocasiones en la 
susceptibilidad a la EM en diverses estudios clinicos, en los cuales se ha mostrado que
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el tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-TNFa podia inducir episodios 
agudos de inflamaciôn en el SNC en enfermes de EM Adicionalmente, se han 
descrito lesiones desmielinizantes en pacientes con EC y con AR que ocasionan 
mejoras al ser tratadas con anticuerpos monoclonales trente a TNFa Los datos 
genéticos y funcionales indican, por tanto, que un fallo en la regulaciôn de la via del 
TNFa podria ser esencial en el inicio de la EM. Es posible que polimorfismos del gen 
TNFRSFIA pudieran provocar una disminuciôn de la actividad del TNFa, lo cual 
podria estar asociado con el inicio de las lesiones inflamatorias en el SNC La 
molécula CD6 soluble, tal y como se ha comentado anteriormente, puede funcionar 
como PRR e influir también en los niveles circulantes de TNFa. En consecuencia, 
un fallo en la regulaciôn de la via de activaciôn del TNFa, o en las distintas vias de la 
inmunidad innata, estaria muy relacionado con el inicio de la cascada 
inmunopatolôgica que conduciria a la EM.
Desde hace afios, muchos estudios han tratado, sin éxito por el momento, de 
définir cuâl es el factor primario que inicia la cascada autoinmune en la EM: 
inflamaciôn o neurodegeneraciôn. Nuestros resultados apoyan la hipôtesis que afirma 
que, en individuos genéticamente predispuestos, un fallo inicial en la regulaciôn de la 
inmunidad innata impediria la primera linea de defensa trente a ciertos patôgenos 
(como el EBV o el HHV-6), lo cual, secundariamente, conduciria a un proceso 
neurodegenerativo. En cualquier caso, es importante resaltar que dada la baja 
penetrancia de las diferentes variantes de riesgo, los mecanismos de acciôn pueden 
variar de unos enfermos a otros, de forma que el mecanismo descrito podria ser cierto 
para un subconjunto de pacientes, pero no tendria por que serlo para la totalidad. Sin 
duda, sera necesario completar el mapa genético formado por los genes que 
contribuyen en mayor o menor medida a la susceptibilidad de la EM, asi como 
profundizar en su implicaciôn funcional para el estudio de posibles nuevas dianas 
terapéuticas.
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ESTUDIO FUNCIONAL DE CD6
Finalmente, para completar nuestro estudio, se llevô a cabo un estudio 
funcional de la molécula CD6 con el objetivo de analizar dos polimorfismos 
potencialmente funcionales de esta molécula y su posible implicaciôn en EM. El gen 
CD6 y mâs concretamente la parte del gen que codifica la cola citoplasmâtica, no se 
ha estudiado en profundidad por el momento. Si bien se conocen secuencias consenso 
en la regiôn citoplasmâtica de la molécula que son reconocidas por kinasas (Figura 
21b), lo cierto es que muchos polimorfismos que codifican esta regiôn todavia no han 
sido estudiados ni a nivel poblacional ni a nivel funcional. Quisimos estudiar SNPs de 
la regiôn génica que codifica la cola citoplasmâtica de la molécula (exones 8 al 13) 
que pudieran tener una implicaciôn funcional sobre la misma. Por ello, nos centramos 
solamente en aquellos SNPs que provocaran un cambio aminoacidico (no sinônimos), 
y cuyo alelo mutado tuviera, ademâs, una predicciôn de provocar un cambio deletéreo 
en la molécula, con el objeto de aumentar la probabilidad de encontrar SNPs con una 
implicaciôn funcional. Para llevar a cabo el estudio, se analizaron con los programas 
SIFT (W W W .sift.icvi.org) y POLYPHEN (www.genetics.bwh.harvard.edu/pph) todos 
los SNPs no sinônimos contenidos entre los exones 8 y 13 del cDNA de CD6. Estas 
herramientas predicen mediante algoritmos si la sustituciôn de un aminoâcido por otro 
afecta a la funciôn de la proteina basândose en la homologia de la secuencia y en las 
propiedades fisicas de los aminoâcidos (cambio en el volumen del residuo, cambio de 
la superficie accesible, cambios electrostâticos o del grado de hidrofobicidad de la 
molécula...). Tras el anâlisis con ambos programas, se predijo que dos SNPs 
producirian un cambio deletéreo para la molécula CD6: rsl 131368 (provoca un 
cambio de Glu por un codôn STOP) y rsl 131369 (provoca un cambio de Glu por 
Asp), ambos situados en el exôn 8 del gen y ambos codificantes del mismo codôn 
(aminoâcido 462, Glu). Hasta la fecha no se han descrito las frecuencias alélicas de 
ninguno de los dos SNPs en poblaciôn caucâsica.
Por un lado se analizô la expresiôn de CD6 en la membrana celular de células 
COS-7 (ver Material y Métodos) para ver cômo afectaba la presencia de los alelos 
mutantes de los SNPs. Por otro lado, se determinaron los niveles de dos proteinas de la 
cadena de las MAPK: pERK {phosphorilated-Extracellular-Signal-Regulated
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Kinases) y pMEK {phosphorilated-MAP Kinase Kinase), las cuales son fosforiladas 
en la via de activaciôn de la molécula CD6, con el fin de observai si los polimorfismos 
afectaban a la cadena de activaciôn de las mismas y por tanto, a la funcionalidad de 
CD6.
Expresiôn de CD6 en células COS-7 transfectadas:
Nuestros resultados muestran que en el caso de las células transfectadas con el 
plâsmido que contiene el alelo mutante del rsl 131368, la proteina CD6 que se expresa 
en la membrana celular tiene menor peso molecular (el SNP codifica un codôn STOP, 
la proteina esta truncada). Ademâs, se observa que estas células expresan mucha mâs 
cantidad de CD6 al compararlo con las células sin transfectar o con el control positivo 
(WT) (Figura 24). Este aumento en la expresiôn puede explicarse por dos razones. Por 
un lado, es posible que haya un aumento de la sintesis de CD6 en las células 
transfectadas con este plâsmido; por otro lado, es posible que se produzca una 
disminuciôn de la degradaciôn de la proteina CD6 anclada a la membrana, de manera 
que el menor '‘‘turnoveC de la proteina provocaria su acumulaciôn en la membrana 
celular. Las células transfectadas con el plâsmido que contiene el alelo mutante del 
rsl 131369, sin embargo, expresan una cantidad similar de CD6 anclado a la 
membrana que la expresada por las células sin transfectar o por las células 
transfectadas con el plâsmido WT (Figura 24).
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COS S/T WT MUT 368 369
A)
B)
F■
MUT S/A rs1131368 ,s i  131369
Figura 24: A) Western-Blot mostrando la expresiôn de CD6 biotinado anclado a membrana de 
células COS-7 transfectadas con los distintos plâsmidos. B) Grâfico mostrando la 
cuantificaciôn del nivel de expresiôn de CD6 anclado a la membrana tras las distintas 
transfecciones con cada plâsmido. El grâfico es una media obtenida de 4 experimentos 
idénticos. (CCS S/T= Células COS-7 sin transfectar; WT= COS-7 transfectadas con el 
plâsmido WT; MUT S /A - control negativo; 368; COS-7 transfectadas con el alelo mutante del 
rsl 131368; 369: COS-7 transfectadas con el alelo mutante del rsl 131369).
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- Cociente pERX/ERKt en células COS-7 transfectadas:
1) Determinamos el nivel de pERK puesto que la proteina ERK fosforilada 
nos indica la activaciôn de la misma a través de CD6.
2) Se realizaron 3 tipos de estimulaciones en los cultivos celulares. Una 
estimulaciôn basai (sin estimulaciôn) como control negativo; una 
estimulaciôn con PMA (activa de manera inespecifica todas las vias de 
activaciôn de las MAPK) como control positivo y una estimulaciôn con 
anti-CD6, para observar el efecto tras su activaciôn especiflca.
3) Tal y como esperâbamos, los resultados muestran una nivel minimo de 
activaciôn de ERK tras la estimulaciôn basai y el nivel mâximo de 
activaciôn tras la estimulaciôn con PMA para todos los experimentos 
realizados. Observamos que en el caso de las células COS-7 transfectadas 
con el plâsmido que contiene el alelo mutante del rsl 131368, se produce 
una menor activaciôn de pERK (Figura 25) cuando las células son 
estimuladas con anti-CD6. Por otro lado, las células transfectadas con el 
plâsmido que contiene el alelo mutado del rsl 131369 muestran la misma 
activaciôn de ERK que las células transfectadas con el plâsmido WT tras 
la estimulaciôn con anti-CD6 (Figura 25).
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WT MUT 368 369 WT MUT 368 369 WT MUT 368 369
Figura 25: Grâfico obtenido a partir de la cuantificaciôn del cociente pERX/control de carga 
(ERKtotai) en Western-Blot. En rojo se representan las células estimuladas de manera basai 
(control negativo); en azul se représenta la cuantificaciôn de las células estimuladas con anti- 
CD6; en verde se representan las células estimuladas con PMA (control positivo). El grâfico es 
una media obtenida de 4 experimentos idénticos. (WT= COS-7 transfectadas con el plâsmido 
WT; MUT= control negativo; 368: COS-7 transfectadas con el alelo mutante del rsl 131368; 
369: COS-7 transfectadas con el alelo mutante del rsl 131369).
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Cociente pMEK/ERKt en COS 7 transfectadas:
Al cuantificar la cantidad de proteina M EK fosforilada, observamos que 
prâcticamente no se encuentran diferencias entre las células transfectadas con los 
distintos plâsmidos para cada estimulaciôn (Figura 26). Se puede apreciar en la figura 
26 que la estimulaciôn con PMA, que deberia provocar los niveles mâs altos de 
pMEK, produce niveles de esta proteina incluso por debajo de los niveles obtenidos 
tras la estimulaciôn basai. Observamos también que en el caso de la estimulaciôn 
celular con anti-CD6, las células transfectadas con el plâsmido 368 (que tenfan una 
baja activaciôn de ERK), poseen ahora una mayor cantidad de pMEK, mientras que en 
el caso de las células transfectadas con el plâsmido 369, se observan niveles de pMEK 
incluso por debajo de los niveles basales (Figura 26).
WT MUT 368 369 WT MUT 368 369 WT MUT 368 369
Figura 26: Grâfico obtenido a partir de la cuantificaciôn del cociente pMEK/control de carga 
(ERKtotai) en Westem-Blot. En rojo se representan las células estimuladas de manera basai 
(control negativo); en azul se représenta la cuantificaciôn de las células estimuladas con anti- 
CD6; en verde se representan las células estimuladas con PMA (control positivo). El grâfico es 
una media obtenida de 4 experimentos idénticos. (WT= COS-7 transfectadas con el plâsmido 
WT; M U T - control negativo; 368: COS-7 transfectadas con el alelo mutante del rsl 131368; 
369: COS-7 transfectadas con el alelo mutante del rsl 131369).
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Una teoria que podria explicar este fenômeno se basa en la via de activaciôn 
de MEK y ERK. La activaciôn de MEK provoca la fosforilaciôn de ERK en la via de 
las MAPK; sin embargo, parece que cuando existen altos niveles de pERK, esta 
proteina podria, mediante un feedback negativo, inhibir la fosforilaciôn de MEK 
(Figura 27). Esta teoria explicaria el hecho de que las células transfectadas con el 
plâsmido WT o con el 369 (que producen una alta activaciôn de ERK tras la 
estimulaciôn con anti-CD6), sean las que presenten los niveles mâs bajos de pMEK, 
incluso por debajo de los niveles basales (Figura 26). Mientras que en el caso de las 
células transfectadas con el plâsmido 368, que no producian pERK, se observen los 
niveles mas altos de pMEK en comparaciôn con las células transfectadas con el 
plâsmido WT tras la estimulaciôn con anti-CD6.
M E
p E R K
Figura 27: Figura representativa de la cascada de regulaciôn producida entre MEK y ERK. La 
activaciôn de MEK por Rafl provoca la activaciôn de ERK. Un exceso de pERK provoca la 
regulaciôn negativa de pMEK por un proceso de feedback negativo (imagen extraida de Orton
y colaboradores '^^).
Finalmente, se realizô el genotipado mediante tecnologia TaqMan de los 
polimorfismos rsl 131368 y rsl 131369 en mâs de 600 pacientes de EM y 600 
contrôles de la colecciôn de Madrid. Sin embargo, nuestros resultados en los mâs de 
1200 individuos genotipados no mostraron ningùn individuo que presentara alelos 
mutantes en ninguno de los dos SNPs. Es posible que la frecuencia de los alelos
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minoritarios de ambos polimorfismos sea tan baja que se haga necesario el genotipado 
en una muestra de mayor tamano; o bien, el genotipado en varias colecciones de 
distinta procedencia. Otra posibilidad es que estos SNPs no muestren variabilidad. 
Sera necesario un estudio poblacional mâs extenso de ambos polimorfismos para 
conocer las frecuencias de sus alelos minoritarios y saber cuâl séria el numéro de 
individuos necesarios para alcanzar una potencia estadistica suficiente para analizar su 
posible asociaciôn con EM en poblaciôn espanola.
Nuestros resultados del estudio funcional de CD6 muestran que:
Los alelos mutados de los SNPs rsl 131368 y rsl 131369 localizados en el 
exôn 8 de CD6 no impiden la expresiôn de la proteina en membrana.
La proteina portadora del SNP rsl 131368 tiene una expresiôn superior en 
membrana al compararla con la proteina WT y con la proteina portadora del 
SNP rsl 131369.
La activaciôn CD6-especifica de la proteina portadora del SNP rsl 131368, 
codificante de una proteina truncada, no produce activaciôn de ERK (se 
mantiene a niveles basales).
La activaciôn CD6-especifica de la proteina portadora del SNP rsl 131369, 
provocô niveles de pERK similares a los de la proteina WT.
La fosforilaciôn de MEK podria estar inhibida como consecuencia del 
aumento de pERK en las proteinas CD6 WT y CD6 rsl 131369, tras su 
estimulaciôn con anti-CD6.
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La prostaglandina (PG) E] se produce tanto en condiciones fisiolôgicas como 
patofisiolôgicas y se expresa de manera ubicua en el organisme. Habitualmente, la 
PGE2 se ha descrito como una molécula inmunosupresora, ya que inhibe la producciôn 
por parte de los macrôfagos de citoquinas inflamatorias como la IL-1(3 o el TNFa 
Sin embargo, los ùltimos estudios apuntan a un papel dual de la PGE2 cuando se une 
con el PTGER4 (Receptor de prostaglandinas EP4), uno de sus cuatro receptores. Por 
un lado, se ha observado en el modelo murino de EM, la EAE, que la via PGE2- 
PTGER4 facilita la diferenciaciôn Thl y la expansion de las células Thl7 frente a 
antigenos especifîcos durante la inmunizaciôn (Figura 28). La recientemente 
descubierta actividad inmunoactivadora de la PGE2 a través del receptor PTGER4, ha 
permitido especular con la posibilidad de emplear antagonistas de este receptor como 
dianas terapéuticas para el tratamiento de la EM Por otro lado, un estudio reciente 
realizado también con el modelo murino de EM, describe que esta via parece 
disminuir la capacidad invasiva de ambos tipos celulares (Thl y T h l7) a través de la 
BHE, produciendo un retraso y una disminuciôn en la progresiôn de la enfermedad
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Figura 28: Regulaciôn positiva de la expansiôn de células T hl7  y diferenciaciôn de células 
Thl mediante la via PGE2-PTGER4 . PGE2 es producida, entre otras, por células dendriticas 
activadas y régula la producciôn de lL-23 mediante la via PTGER4-cAMP-PKA, lo que 
promueve la expansiôn de las células T h l7. Por otro lado, la via PGE2-PTGER4  promueve la 
diferenciaciôn Thl mediante la inducciôn de IL -12 en LT naïve (imagen modificada de Sakata 
y colaboradores
En el ano 2007, un GWAS en EC, describia una asociaciôn de la regiôn 
5pl3.1 con la predisposiciôn a padecer dicha enfermedad. Esta regiôn cromosômica es 
habitualmente considerada un “desierto genético”, pero en ella se localizan varios 
elementos reguladores en cis del gen PTGER4 Tras este estudio, realizado con 
poblaciôn belga, un estudio GWAS britânico confirmô la asociaciôn del r s l7234657, 
situado en la regiôn 5 ' del gen PTGER4, con el riesgo a padecer EC Un anâlisis 
posterior realizado en poblaciôn espanola replicô la asociaciôn del citado 
polimorfïsmo en enfermos de EC; sin embargo, no mostrô senales signifïcativas al 
estudiar el r s l7234657 en enfermos de colitis ulcerosa (CU) o de AR Este estudio
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confirmô al gen PTGER4 como factor de susceptibilidad en pacientes de EC en 
poblaciôn caucâsica.
De Jager y colaboradores realizaron en 2009 un meta-anâlisis en el que se 
analizaron los datos de todos los GWAS de susceptibilidad a EM publicados hasta la 
fecha Debido a la asociaciôn previa del gen PTGER4 en EC, los autores 
decidieron analizar también este locus, y describieron una asociaciôn con EM del 
polimorfismo rs6896969, situado también en la regiôn 5' de PTGER4. Esta senal fue 
replicada por los autores en una poblaciôn de 2215 pacientes de EM y 2116 contrôles 
[p ^ 2,4x10 OR (95% IC)= 0,91 (0,83-0,99)] pero el polimorfismo no consiguiô 
alcanzar niveles de significaciôn GWAS, por lo que los autores califican a la serial 
encontrada como “sugerente”.
La hipôtesis de que ciertas vias de seôalizaciôn inmunolôgicas son comunes a 
diversas enfermedades de carâcter autoinmune hace pensar en una posible base 
genética comùn entre ellas. A consecuencia de la senal “sugerente” del rs6896969 
observada en el meta-anâlisis de de Jager en EM, y a la asociaciôn confirmada del 
rs l7234657 en EC quisimos analizar ambos SNPs en nuestra muestra de EM y 
contrôles para tratar de conocer la posible influencia de este locus en la susceptibilidad 
a padecer la enfermedad en poblaciôn espahola.
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Realizamos el genotipado de los dos polimorfismos del gen PTGER4 
(rsl7234657 y rs6896969, r^ ==^ 0,12) en nuestros pacientes de EM y contrôles. El 
estudio caso-control muestra que la frecuencia del genotipo GG para el rs l7234657 
esta significativamente aumentada en el grupo de pacientes de EM comparado con el 
grupo control. El rs6896969 no mostrô asociaciôn con la enfermedad (Tabla 27).
Tabla 27: Distribuciôn de las frecuencias alélicas y genotipicas (n, %) de los polimorfismos 
estudiados en el gen PTGER4 en pacientes de EM y contrôles.
rsl7234657
GG 15 2% 6 1% 0,017 3,02 (1,10-9,54)
TG 150 22% 172 22% 0,71 1,05 (0,81-1,35)
TT 503 75% 616 78% 0,30 0,88 (0,69-1,13)
G
T
180
1156
13%
87%
184
1404
12%
88%
0,12 0,84 (0,67-1,05)
rs6896969
AA 80 12% 109 14% 0,29 0,85 (0,61-1,17)
CA 304 47% 357 47% 0,94 1,01 (0,81-1,25)
CC 263 41% 297 39% 0,51 1,07 (0,86-1,34)
A
C
464
830
36%
64%
575
951
38%
62% 0,32 1,08 (0,92-1,27)
Las estratifïcaciones en el grupo de pacientes de EM por género y por 
portadores del alelo HLA-DRB1*15:01 no mostraron una asociaciôn signifïcativa para 
ninguno de los dos polimorfismos analizados en ningùn subgrupo (Tabla 28). Sin 
embargo, al comparar las frecuencias alélicas del r s l7234657 entre los pacientes que 
presentan la forma clinica PP frente a los que presentan las formas RR o SP, 
observamos una diferencia signifïcativa (p=0,004) entre ambos subgrupos (Tabla 28). 
Nuestros resultados muestran que la frecuencia del alelo G de dicho SNP se encuentra 
significativamente aumentada en el gmpo de pacientes con la forma clinica PP con 
respecto al grupo de contrôles [p= 0,0006; OR (95%IC) = 2,14 (1,33-3,41)], mientras 
que esta comparaciôn no es signifïcativa para los pacientes que presentan formas
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clinicas RR o SP (p= 0,36). El rs6896969 no mostrô diferencias signifïcativas entre 
ambos subgrupos de pacientes.
El estudio haplotipico entre ambos polimorfismos no aportô informaciôn 
adicional (datos no mostrados).
Tabla 28: Distribuciôn de las frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados en el gen 
PTGER4 en los distintos subgmpos de pacientes de EM.
■■ ■
Hombres 56 12% 408 88% 294 64% 162 36%
0,29 0,96
Mujeres 119 14% 723 86% 521 64% 289 36%
DRBl* 15:01 55 13% 365 87% 255 63% 153 38%
0,73 0,65
m D R B l*15:01 109 14% 681 86% 484 64% 274 36%
RR+SP 144 13% 986 87% 697 64% 397 36%
0,004 0,48
PP 28 22% 100 78% 83 67% 41 33%
La PGE2 parece estar muy implicada en diversas enfermedades de base 
inmunolôgica. Con respecto a la EM, parece que la concentraciôn de esta 
prostaglandina se encuentra aumentada en el LCR de los pacientes, sin embargo este 
aumento no parece estar correlacionado con la severidad de la enfermedad Sin 
duda, el papel inmunoactivador recientemente descubierto de la via PGE2-PTGER4  y 
su papel dual en el modelo de EAE, implican la necesidad de una mayor 
profundizaciôn en el estudio de la repercusiôn de esta via en la inmunopatogénesis de 
la EM.
Con respecto a los estudios genéticos del gen PTGER4, el r s l7234657 ha sido 
validado como factor de susceptibilidad en EC confirmando a este locus como
uno de los que contribuye a este desorden autoinmune en poblaciôn caucâsica.
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Aunque esta asociaciôn no se ha podido replicar en otras enfermedades 
autoinmunes^'^, hasta ahora no se habia estudiado el papel de este SNP en la EM. 
Nuestros resultados apuntan a que la frecuencia alélica del alelo minoritario del 
r s l7234657 esta significativamente aumentada en pacientes de EM que presenten la 
forma clinica PP, de forma que esta variante podria estar influyendo en el râpido 
incremento del indice EDSS caracteristico de estos pacientes. El efecto de este 
polimorfismo en el subgmpo de pacientes PP (OR = 2,14) es lo suficientemente fuerte 
como para asumir que, probablemente, la asociaciôn observada en el estudio caso- 
control se trate de una sefial residual producida como consecuencia de la fuerte 
asociaciôn que se da en este subgrupo. La realizaciôn de estudios funcionales con 
pacientes de EM que presenten esta forma clinica, permitirâ profundizar mâs en la 
funcionalidad de este polimorfismo, aunque previamente serâ necesario replicar esta 
asociaciôn en muestras independientes de EM para validar la sefial encontrada.
El rs6896969, previamente “sugerido” como un polimorfismo asociado a 
EM no muestra asociaciôn a dicha enfermedad en nuestra colecciôn de pacientes y 
contrôles. No obstante, la potencia estadistica de nuestro estudio para este SNP no 
alcanza el 80%, por lo que no podemos afirmar que la asociaciôn identificada por de 
Jager y colaboradores no sea vâlida. El bajo coeficiente de correlaciôn entre ambos 
polimorfismos (r^=0,12) permite explicar las diferencias observadas entre ellos en 
relaciôn a la asociaciôn con EM.
Nuestro estudio ha caracterizado por vez primera al r s l7234657, localizado en 
el gen PTGER4 y validado como factor de susceptibilidad en EC, como un 
polimorfismo asociado a la forma clinica PP en los pacientes de EM en poblaciôn 
espafiola.
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HAPLOTIPO ANCESTRAL 18.2
ASOCIACION DEL H.A. 18.2 CON EM EN POBLACION ESPANOLA
El HLA, situado en la region 6p21, es la region que présenta la mayor 
asociaciôn con EM, explicando el 30% del componente genético de la enfermedad 
Existe un amplio consenso acerca de que el alelo HLA-DRB 1*15:01 es el principal 
alelo asociado a la enfermedad en poblaciôn caucâsica s in embargo, parece existir 
una excepciôn a este consenso generalizado. En la poblaciôn de Cerdena, en donde se 
ha descrito una alta incidencia y prevalencia de EM la asociaciôn mas fiierte con 
EM se produce con los alelos HLA-DRB 1*03:01 y HLA-DRB1*04:05 En esta
poblaciôn, el alelo HLA-DRB 1*03:01 aparece casi siempre en el Haplotipo Ancestral 
(H.A.) 18.2, el cual esta constituido por los alelos: A*30-B*18-TNFalb5- 
DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1 *02:01. Este haplotipo ancestral es muy abondante 
en poblaciôn sarda, alcanzando una frecuencia aproximada del 15%, aunque en la 
mayorfa de las poblaciones caucâsicas la frecuencia de este haplotipo es bastante 
inferior, lo cual diflculta enormemente su estudio. Sin embargo el H.A. 18.2 parece 
tener también una frecuencia considerable en otras regiones del sur de Europa como la 
peninsula Ibérica o la peninsula Itâlica lo cual hace que poblaciones como la 
espanola sean excelentes para profundizar en el estudio de este haplotipo.
El haplotipo HLA-DRBl *03:01-DQA1 *05:01-DQB1 *02:01, que présenta un 
fuerte LD entre sus genes, se ha estudiado ampliamente en los ùltimos anos debido a 
su asociaciôn genética con diversas enfermedades de carâcter autoinmune. Cuando 
este haplotipo de Clase II se présenta con los alelos A*01-B*08 en Clase I, forma el
H.A. 8.1 asociado con ECe y con TlD  en la poblaciôn general caucâsica y con 
sarcoidosis en la poblaciôn europea Si por el contrario se présenta con los alelos 
A*30-B*18, forma el citado H.A. 18.2 asociado con TlD (con un efecto mayor que el 
causado por el H.A. 8.1) y con ECe (con menor efecto que el H.A.8.1) en la 
poblaciôn caucâsica y con EM en poblaciôn sarda Ademâs, el haplotipo HLA- 
DRB 1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 se ha asociado con lupus eritematoso 
sistémico (LES)
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Con respecto a los anâlisis realizados en EM, un estudio del ano 2000 llevado 
a cabo en poblaciôn sueca encontrô asociado el alelo HLA-DR*17 (subtipo serolôgico 
de HLA-DR*03) con EM en individuos no portadores de HLA-DRB1*15:01, aunque 
este resultado no llegaria a ser significativo si se tiene en cuenta el numéro de 
comparaciones realizadas (p= 0,015) Posteriormente en el ano 2006, Barcellos y 
colaboradores realizaron un estudio de asociaciôn del HLA con EM en 1339 familias 
de EM de procedencia inglesa y norte-americana fundamentalmente, aunque también 
incluyeron familias de origen italiano y espanol En dicho estudio, no se observô 
asociaciôn del alelo HLA-DR*03 en el anâlisis de la muestra general; sin embargo se 
observô un efecto modesto de riesgo a padecer EM en aquellos individuos 
homocigotos para el alelo HLA-DR*03 (p= 0,03; OR= 1,8). De nuevo, el nivel de 
significaciôn de esta asociaciôn no se corrigiô para todas las comparaciones 
realizadas, lo que mantiene la duda sobre la veracidad de la asociaciôn del alelo HLA- 
DR *03 con EM.
La regiôn comprendida entre el gen HLA-B y el HLA-DRBl comprende 
diverses genes de interés (Figura 29). Uno de los mâs conservados evolutivamente, 
como se maniflesta en la presencia de alelos especffîcos en distintos H.A., es el TNF. 
En la regiôn promotora de este gen, situado en la regiôn HLA de Clase III, existen dos 
microsatélites (TNFa y TNFb) que constan de 13 y 7 alelos, respectivamente (ver 
Material y Métodos). Los alelos 1 del TNFa y 5 del TNFb (TNFalb5) aparecen muy 
frecuentemente en el mismo haplotipo, que a su vez se extiende para constituir el 
citado H.A. 18.2. El TNFalb5 estâ en total desequilibrio de ligamiento con el alelo A 
de un SNP situado en la posiciôn -376 del promoter del gen TNF {TNF-376A) 
(rs 1800750). En el ano 1999, nuestro grupo de investigaciôn observô una asociaciôn 
del alelo A del TNF-376 con EM de manera independiente al principal factor genético 
de susceptibilidad HLA-DRBl *15:01 Dicha asociaciôn tue posteriormente 
replicada por nuestro grupo en una muestra independiente de EM y contrôles, siendo 
la OR résultante de ambos trabajos de 1,96 (1,34—2,87) Esta asociaciôn no se ha 
confirmado por otros grupos has ta el momento, probablemente a consecuencia de que 
la mayoria de estudios emplean individuos de ascendencia norte-europea, en los cuales 
la frecuencia del TNF-376A es muy baja.
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Figura 29: Esquema de la estructura genética del HLA, situado en la region 6p21 (figura 
extraida de Cavanillas y colaboradores .
En nuestra muestra de contrôles del HCSC, pudimos observar que de aquellos 
individuos que poseen el haplotipo HLA-DRB 1*03:01-D Q Al *05:01-DQBl *02:01, 
aproximadamente un tercio de ellos présenta el H.A. 8.1, otro tercio présenta el H.A. 
18.2, y el tercio restante présenta otros alelos no conservados en Clase I y en Clase III, 
formando lo que llamaremos “haplotipos no conservados” . Nuestra poblaciôn 
espanola es, por tanto, una buena poblaciôn para llevar a cabo un estudio en 
profundidad de la implicaciôn de los distintos haplotipos HLA-DRB 1*03:01- 
D Q A l *05:01-DQBl *02:01 en la susceptibilidad a EM en poblaciôn espanola.
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Mediante el programa Arlequin v.2000, estimamos las frecuencias de los 
haplotipos constituidos por los alelos de los genes HLA-B, HLA-DRBl y HLA-DQBl 
en nuestra muestra de pacientes de EM y contrôles (Tabla 29). Este programa permite 
estimar los diferentes haplotipos présentes en una poblaciôn asi como sus frecuencias 
a partir de las frecuencias genotipicas obtenidas tras el genotipado de los genes (ver 
Material y Métodos).
Para el estudio, y debido al alto grado de LD en esta regiôn, los alelos del gen 
HLA-DQAl fueron inferidos gracias a los datos de LD de los genes HLA en poblaciôn 
espanola. Por otro lado, y debido a la menor conservaciôn de haplotipos en la regiôn 
HLA-A, este gen no se considerô en nuestro estudio. En todos los anâlisis realizados se 
tuvo en cuenta la presencia/ausencia del principal factor genético de susceptibilidad en 
EM {HLA-DRB 1*15:01), por ello todos los pacientes de EM fueron estratificados 
considerando este factor. En la muestra de contrôles se comprobô que la presencia del 
alelo HLA-DRB 1*15:01 no ténia ninguna influencia, por lo que este grupo se 
considerô siempre de manera conjunta.
Tabla 29: Distribuciôn de las frecuencias estimadas (n, %) de los haplotipos que presentan 
HLA-DRB 1*03:01-DQAl *05:01-DQBl *02:01 en pacientes de EM y contrôles estratificados 
segùn la presencia/ausencia del alelo HLA-DRBl *15:01.
KM HLA- KM HLA-
DRB 1 -15:01 DRBI 15:01
negatÎNo positi\o
COMF^OKKS
HAPLOTIPOS HLA-
DRBl *03:01-DQAI *05:01- n n % ’ n % '
DQB1*02:01
H.A. 18.2 88 37,8% 24 42,1% 49 29,3%
H.A. 8.1 60 25,8% 17 29,8% 53 31,7%
Haplotipos no conservados 
HAPLOTIPOS TOTALES
85
1194
36,5% 16
332^
28,1 % 65
1248
38,9%
’ Porcentaje referido al total de haplotipos HLA-DRBl *03:01-DQA1*05:01-DQB1 *02:01. 
 ^Sin considerar los haplotipos HLA-DRBl *15:01.
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Al analizar la homogeneidad de los distintos haplotipos HLA-DRB 1*03:01- 
DQA1*05:01-DQB1*02:01 entre los subgrupos de pacientes con presencia o ausencia 
del alelo HLA-DRB 1*15:01, observamos homogeneidad en las comparaciones 
realizadas, por tanto, ambos subgrupos pueden analizarse conjuntamente (Tabla 30).
Al realizar el estudio caso-control, observamos que el haplotipo HLA- 
DRBl *03:01-DQA1 *05 .Ol-DQBl *02:01 esta asociado con la EM en aquellos 
pacientes que no portan el alelo HLA-DRB1*15:01 (p= 4*10^), y una tendencia a la 
significaciôn en los pacientes que son portadores de dicho alelo (p= 0,07). Al ser 
homogéneos ambos subgrupos, podemos considerarlos de manera conjunta, 
observando que el haplotipo HLA-DRB 1*03:01-DQAl *05:01-DQBl*02:01 esta 
asociado a la EM [p = 7,1*10 ;^ OR (95% I.C) = 1,52 (1,23-1,88)] (Tabla 30). A 
diferencia del estudio de Barcellos y colaboradores, no observamos resultados 
significativos al considerar aquellos individuos homocigotos para el haplotipo HLA- 
DRBl *03:01-DQA1*05:01-DQB1 *02:01 (datos no mostrados). Al analizar los 3 
haplotipos (o conjunto de haplotipos, en el caso de los no conservados) posibles de 
HLA-DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01, observamos que el H.A. 18.2 esta 
asociado a EM en los subgrupos portadores y no portadores del alelo HLA- 
DRBl *15:01, y por tanto, en la totalidad de los pacientes de EM [pM = 6*10'^; ORm-h 
(95% I.C) = 2,00 (1,40-2,87)] (Tabla 30). Se puede observar que el efecto del H.A. 
18.2 es superior al efecto global conferido por el haplotipo HLA-DRB 1*03:01- 
DQAl *05.Ol-DQBl *02:01. El H.A. 8.1 no muestra susceptibilidad en nuestra 
muestra total de EM, ni en ninguno de los subgrupos analizados; sin embargo los 
haplotipos no conservados parecen mostrar una asociaciôn nominal con el subgrupo 
de pacientes no portador del alelo HLA-DRBl *15:01 (p= 0,049) (Tabla 30).
Los resultados muestran que el H.A. 18.2 es el haplotipo que muestra mayor 
efecto de susceptibilidad en EM, de forma que se puede asumir que el efecto 
observado para el haplotipo de Clase II {HLA-DRB 1*03:01-DQAl *05 .Ol- 
DQBl *02:01) posiblemente sea “arrastrado” por el efecto causado por el H.A. 18.2 en 
la susceptibilidad a EM. Por ello, la OR observada para el haplotipo HLA- 
DRBl *03:01-DQA1*05:01-DQB1 *02:01 es menor que la del H.A. 18.2, ya que en la 
primera el efecto del H.A. 18.2 se encuentra diluido al incluir los otros haplotipos no 
asociados.
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Debido a la asociaciôn del H.A. 18.2 con EM en poblaciôn sarda quisimos 
analizar si este haplotipo, o cualquicra de los otros haplotipos portadores del alelo 
HLA-DRBl "^02:01, pudieran estar asociados con EM en nuestra poblaciôn espanola. 
Nuestros resultados muestran una asociaciôn del haplotipo de Clase II HLA- 
DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1 *02:01 con EM en nuestra poblaciôn, con una OR 
de 1,52. Cuando extendemos el haplotipo hacia Clase I, observamos una fuerte 
asociaciôn del H.A. 18.2 (B*18-TNFalb5-DRBl*03:01-DQAl*05:01-DQBl*02:01) 
a EM, con una OR de 2,00; lo que eonvertiria a este en el segundo haplotipo de la 
regiôn HLA en importancia con respecto a la susceptibilidad a EM en nuestra 
poblaciôn espanola tras el alelo HLA-DRB 1*15:01 [el alelo HLA-DRB1*15:01 esta 
asociado a EM en nuestra poblaciôn con una p<10  ^ y un efecto de OR (95% I.C.) = 
2,34 (1,95-2,80)]. Nuestros resultados muestran por primera vez (fiiera de la poblaciôn 
sarda) la susceptibilidad del H.A. 18.2 en EM de manera independiente de la 
presencia/ausencia del principal factor genético de susceptibilidad en EM. Estos datos 
amplian los resultados previamente publicados por nuestro grupo en los que se 
asociaba el alelo A del TNF-376, incluido en el A.H. 18.2, con EM en poblaciôn 
espanola. El H.A. 8.1, sin embargo, no parece ejercer ningùn efecto en la 
susceptibilidad a EM en nuestra poblaciôn espanola. Con respecto a los haplotipos no 
conservados, parece que ejercen una cierta susceptibilidad a EM, pero sôlo en el caso 
de aquellos pacientes que carecen del alelo HLA-DRB1*15:01, aunque su efecto 
parece ser menor que cuando se considéra el haplotipo HLA-DRB 1*03:01- 
DQA1*05:01-DQB1*02:01 de manera global. Probablemente, limitaciones de 
potencia estadistica nos impiden comprobar la veracidad de esta asociaciôn 
estadistica, aunque futures estudios de replicaciôn con una muestra mâs amplia nos 
permitirâ dilucidar el verdadero efecto de estos haplotipos no conservados en EM.
El présenté estudio muestra por primera vez una asociaciôn consistente del 
haplotipo HLA-DRB 1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 con EM, en contra de la 
ineonsistencia observada en los estudios previos Nuestros resultados amplian
dicha asociaciôn hacia Clase I, mostrando que el H.A. 18.2 es el segundo haplotipo 
HLA mâs asociado a EM de manera independiente al alelo HLA-DRBl *15:01.
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H.A. 18.2 Y SINTESIS INTRATECAL PE  IgM
En los ùltimos anos ha aparecido un numéro ereciente de evidencias que 
indican que los LB y los anticuerpos parecen tener una especial relevancia en la 
inmunopatogénesis de la EM. Diverses estudios apuntan que los anticuerpos pueden 
tener un papel en el inicio de la formacion de las plaças cérébrales caracteristicas de la 
EM y en la desmielinizaciôn en pacientes con una EM establecida
La sintesis intratecal de IgM en pacientes de EM es actualmente objeto de 
estudio debido a que, en la mayoria de los casos, la IgM oligoclonal reconoce lipidos 
de la mielina y condiciona un curso de la enfermedad mas agresivo Hasta el 
momento, los mecanismos inmunolôgicos que conducen a la sintesis de IgM en el 
LCR de pacientes de EM no son del todo conocidos. Un reciente estudio en 
colaboraciôn con el Hospital Ramon y Cajal de Madrid, consiguiô dilucidar parte del 
entramado inmunolôgico que conduce a esta sintesis intratecal de IgM en algunos 
pacientes de EM. El estudio muestra una correlaciôn entre el porcentaje de los LB 
CD5+ en LCR y el indice de IgM, lo que indicaria que los LB CD5+ estarian 
involuerados en la producciôn intratecal de IgM en dichos pacientes Ademâs se 
profundiza en el mecanismo inmunopatolôgieo que conduce al aumento de los LB 
CD5+, observando un aumento de la eitoquina inflamatoria TNFa en LCR, lo cual se 
ha relacionado previamente con un curso mâs agresivo de la EM El estudio 
muestra que los pacientes con producciôn intratecal de bandas oligoclonales IgM 
(IgM+), tienen nivelés de TNF-a significativamente aumentados en LCR durante los 
brotes, lo cual provocaria el aumento de la quimiocina CXCL13 en LCR. La CXCL13 
estâ involuerada en la migraciôn de los LB al LCR y relacionada eon la diferenciaciôn 
a células plasmâticas de los LB dentro del SNC de pacientes de EM El aumento de 
esta quimiocina observado en los pacientes IgM+ durante los brotes provocaria la 
migraciôn de los LB CD5+ al interior del SNC, provocando la sintesis intratecal de 
IgM De esta forma, el aumento de TNF-a séria el primer eslabôn de la cadena que 
conduce a la sintesis de IgM oligoclonal, y por tanto a un curso mâs agresivo de la 
enfermedad
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A consecuencia de los datos mostrados en el estudio anteriormente citado, 
nuestro grupo investigo si la presencia de bandas oligoclonales IgM pudiera estar 
asociada con alguno de los SNPs loealizados en el promotor del gen TNF previamente 
estudiados en EM. El estudio mostro una elara asociaciôn del alelo TNF-376A 
(rs 1800750) con la producciôn intratecal de bandas IgM en enfermos de EM [p= 
9,6*10“^ ; OR (95% I.C.) = 3,97 (2,05-7,60)], por lo que se hipotetiza que la presencia 
de dicho alelo estaria relacionada con la sobreproducciôn de TNF-a en LCR de los 
pacientes IgM+, iniciando la cascada mencionada anteriormente En el ano 1991, 
nuestro grupo mostrô que, en poblaciôn espanola, el polimorfismo TNF-376A (que 
forma parte del H.A. 18.2) se asociaba a EM de manera independiente al principal 
factor genético de susceptibilidad HLA-DRB 1*15:01 Los anâlisis posteriores 
realizados para profundizar en dicho estudio han mostrado que la asociaciôn puede 
ampliarse a todo el H.A. 18.2 {HLA-B*18-TNF-376A-DRB1*03:01-DQA1*05:01- 
DQB 1*02:01) (ver apartado “Asociaciôn del H.A. 18.2 eon EM en poblaciôn 
espanola”). A raiz de los datos obtenidos en la poblaciôn general de EM, quisimos 
comprobar si la asociaciôn encontrada entre el alelo A del SNP TNF-376 y la 
presencia de bandas IgM en LCR de pacientes de EM, pudiera ser consecuencia de la 
asociaciôn del H.A. 18.2 con este subgrupo de pacientes.
Los pacientes de EM fueron clasifïcados segùn la presencia de bandas 
oligoclonales IgM en LCR (ver Material y Métodos), clasificândose como pacientes 
IgM+ o IgM-. Tras realizar el genotipado de los genes HLA-B, HLA-DRBl y  HLA- 
DQBl (en un estudio doble ciego con respecto a la clasifîcaciôn IgM) en dichos 
pacientes de EM, se procediô a la estimaciôn de haplotipos (ver Material y Métodos) 
(Tabla 31). Debido al bajo nùmero de pacientes IgM+ e IgM- que presentaban el alelo 
HLA-DRBl *15:01, no se considerô a este grupo en los anâlisis.
Al no existir diferencias signifïeativas entre las frecuencias del H.A. 8.1 y los 
haplotipos no conservados, ambos grupos pueden unirse formando el grupo de “otros 
haplotipos HLA-DRBl*03:01-DQAl*05:01-DQBl*02:0r\ Al comparar la frecuencia 
de dicho grupo con la del H.A. 18.2 entre los pacientes IgM+ e IgM-, observamos una 
diferencia significativa entre ambos (p= 0,004). El estudio caso-control muestra una 
fuerte asociaciôn del H.A. 18.2 en el grupo de pacientes IgM+ [p= 0,0009; OR (95%
I.C.) = 3,95 (1,78-8,53)], no observando ninguna asociaciôn de este haplotipo en el
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subgrupo IgM- (p= 0,43) (Tabla 31). El grupo de otros haplotipos HLA-DRB 1*03:01- 
DQAl *05:01-DQB1 *02:01 no mostro asociaciôn con ninguno de los subgrupos de 
EM (IgM+ o IgM-). Aunque el haplotipo HLA-DRBl *03:01-DQA1 *05:01- 
DQBl *02:01 general muestra una tendencia a la asociaciôn en el grupo de pacientes 
IgM+ (p= 0,07), parece evidente que este efecto se debe al fuerte efecto que muestra el 
H.A. 18.2 en el grupo IgM+. Por tanto, nuestro estudio muestra que el H.A. 18.2 es el 
unico que se ve asociado en el grupo IgM+, mientras que el resto de haplotipos no 
muestra asociaciôn en ninguno de los subgrupos.
Tabla 31: Distribuciôn de las frecuencias estimadas (n, %) de los haplotipos portadores de 
HLA-DRBl *03:01-DQA1 *05:01-DQB1 *02:01 en contrôles y pacientes de EM (IgM+ e IgM-) 
distribuidos segùn la presencia/ausencia del alelo HLA-DRBl*!5:01. Estudio caso-control (p; 
OR) de los haplotipos portadores de HLA-DRB 1*03:01-D Q Al*05:01-DQ Bl*02:01 en los 
pacientes de EM IgM+ e IgM- que carecen del alelo HLA-DRBl *15:01.
H.A. 18.2
Otros 
haplotipos '
HAPLOTIPOS
TOTALES
n % n %
10 66,7 2 14,3
5 33,3 12 85,7 
72 108
n % n % 
0 0 1 20,0
3 100 4 80,0
21^ 252
n % 
49 29,3
118 70,7
124
8
CASO-CONTROL ^
HLA-DRB 1*03:01- 
DQAl *05:01-DQB1 *02:01.
H.A. 18.2 
Otros haplotipos '
p OR (95% I.C) 
0,07 1,70 (0,90-3,18)
0,0009 3,95 (1,78-8,53)
0,48 0,71 (0,22-1,80)
p OR (95% I.C) 
0,90 0,96 (0,51-1,78) 
0,43 0,46 (0,05-1,80) 
0,57 1,20 (0,60-2,32)
Los porcentajes se refieren al total de haplotipos HLA-DRBl *03:01-DQA1 *05:01- 
DQB 1*02:01.
' H.A. 8.1 +haç\oii^os HLA-DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 no conservados. 
 ^Sin considerar los alelos HLA-DRBl *15:01.
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Tras el estudio publicado recientemente por nuestro grupo, en el que se 
muestra que la presencia del alelo A del TNF-376 (incluido en el H.A. 18.2) se asocia 
con la producciôn intratecal de IgM en pacientes de EM aumentando el riesgo casi 4 
veces quisimos ampliar el estudio y analizar si reaknente se trataba sôlo de dicho 
SNP, o bien la asociaciôn podia ampliarse al haplotipo completo 18.2. Nuestros 
resultados muestran que el efecto observado por el H.A. 18.2 es el mismo que el que 
se observô previamente para el TNF-376A por tanto parece que el haplotipo es el 
responsable de la asociaciôn observada con el grupo IgM+ (ya que en caso contrario, 
la OR del SNP del TNF hubiera sido mâs fuerte). El présente estudio muestra la 
asoeiaciôn del H.A. 18.2 con la producciôn intratecal de IgM en pacientes de EM, lo 
cual se habia relacionado previamente con un curso mâs agresivo de la 
enfermedad Nuestros datos amplian la informaciôn publicada en el trabajo de 
Villar y colaboradores y consiguen profundizar mâs en la genética que conduce al 
mecanismo inmunolôgico que contribuirâ a la sintesis intratecal de bandas IgM.
Los resultados obtenidos en nuestra poblaciôn general de EM mostraron un 
efecto de susceptibilidad del H.A. 18.2, con una OR = 1,95 (1,34-2,83) (ver apartado 
“Asociaciôn del H.A. 18.2 con EM en poblaciôn espanola”); sin embargo, el anâlisis 
de pacientes de EM en relaciôn a la producciôn de bandas oligoclonales IgM ha 
mostrando que el H.A. 18.2 se asocia sôlo en aquellos pacientes con producciôn de 
bandas IgM oligoclonales, con una OR de casi 4. Futuros estudios de replicaciôn y 
estudios funcionales, ayudarân a corroborar esta asociaciôn, y a entender la relaciôn 
existente entre el H.A. 18.2 y la cascada inmunolôgica implicada en la producciôn 
intratecal de IgM en pacientes de EM.
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Los estudios de asociaciôn han tenido en los ùltimos anos un gran éxito en la 
identificaciôn de nuevas variantes genéticas implicadas en enfermedades complejas 
como la EM. Los ùltimos estudios genéticos, y fundamentalmente los estudios de 
barrido genômico, han demostrado la asociaciôn de muchos genes que a priori nunca 
se hubieran relacionado con la EM, lo que ha contribuido a aumentar el conocimiento 
de vias funcionales que pueden estar implicadas en la enfermedad. El présente trabajo 
ha conseguido aportar nuevas asociaciones genéticas y ha validado asociaciones 
previamente publicadas con la susceptibilidad a EM en poblaciôn espaûola, 
contribuyendo al esclarecimiento de la enorme complejidad genética que présenta esta 
enfermedad.
El estudio de genes candidates parece ser una herramienta ùtil para el anâlisis 
genético de enfermedades de carâcter autoinmune; sin embargo, en el caso concrete de 
la EM, este tipo de estudios generalmente ha conducido a resultados de dudosa 
credibilidad o no reproducibles. Este hecho se basa fundamentalmente en la falta de 
potencia estadistica para descubrir factores de riesgo con un efecto modesto, como son 
los identificados mediante barridos genômicos. A pesar de la importante base 
molecular en la que se fundamentaba el estudio de los très genes candidates 
analizados, nuestro estudio no ha conseguido mostrar una asociaciôn significativa con 
la susceptibilidad a padecer EM para ninguno ellos en nuestra muestra de poblaciôn 
espanola. El caso de la osteopontina es, sin duda, uno de los mâs llamativos dado el 
importante papel funcional atribuido a dicha molécula en la EM. Mediante el primer 
estudio que abarca toda la variabilidad del gen, podemos afirmar que el gen de la 
osteopontina no parece tener ningùn efecto sobre la susceptibilidad a padecer la 
enfermedad, lo que concuerda con la mayoria de estudios previos. Sin embargo, el 
efecto diferencial que posee uno de sus haplotipos en las distintas formas clinicas de la 
EM permite considerar a este gen como un posible marcador de las formas progresivas 
o no progresivas de la enfermedad.
La importancia de validar las senales de asociaciôn para conflrmar el papel de 
los genes como factores de susceptibilidad fiables se extiende a los estudios de barrido
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genômico. Las asociaciones de los genes IL2RA, IL7R, GPC5, TNFRSFIA y CD6 han 
sido replicadas en nuestra poblaciôn espanola, validando a dichos genes como factores 
influyentes en la susceptibilidad de la EM. El efecto mâs o menos modesto de estos 
genes sobre la enfermedad contribuye a precisar la complejidad genética de la EM. La 
falta de replicaciôn observada en otros genes como ANKRD15, IL2RB o el resto de 
SNPs no replicados del GWAS de Baranzini y colaboradores muestra la enorme 
importancia de la replicaciôn de las asociaciones encontradas en los GWAS en 
poblaciones independientes. Otros genes como IL2 requerirân de posteriores estudios 
en otras poblaciones para confîrmar su efecto, ya que en poblaciôn espanola la 
asociaciôn no llega a superar el umbral de significaciôn. Adicionalmente, el présente 
trabajo ha aportado importantes datos acerca de genes que parecen contribuir no sôlo a 
la susceptibilidad a la EM, sino que también parecen asociarse con un determinado 
fenotipo clinico. Ademâs del gen codificante de la Osteopontina citado anteriormente, 
cabe destacar al gen PTGER4, cuyo alelo minoritario aumenta en mâs de dos veces el 
riesgo a padecer la forma clinica mâs severa de la EM. Las asociaciones con las 
formas clinicas de la enfermedad son fondamentales para profundizar en el 
conocimiento de la enorme heterogeneidad clinica que présenta la EM. Es posible que 
la comprensiôn de dichas asociaciones permita acercamos a modelos animales que 
reflejen fielmente cada una de las formas clinicas existentes para, posteriormente, 
profundizar en las bases moleculares de cada una de ellas o incluso en la sintesis de un 
fârmaco adecuado al tratamiento para cada subgrupo de pacientes. La asociaciôn del 
gen PTGER4 (validado como factor de susceptibilidad en EC) con EM, hace 
considerar aùn mâs la importancia del estudio de las vias genéticas comunes entre 
distintas enfermedades autoinmunes. La existencia de factores de susceptibilidad 
comunes indica que muchas vias moleculares podrian ser compartidas.
El HLA, y concretamente el alelo HLA-DRBl*!5:01 es el principal factor 
genético de susceptibilidad a EM, contribuyendo con un efecto muy superior a los 
efectos modestos mostrados por las variantes no-HLA. Nuestro trabajo ha generado 
una valiosa informaciôn acerca de la aportaciôn del HLA en la susceptibilidad a la 
EM, ya que hemos mostrado que, al igual que en la poblaciôn sarda, en nuestra 
poblaciôn espanola el H.A. 18.2 se asocia con la susceptibilidad a la enfermedad. Esto 
sugiere que la baja frecuencia de este haplotipo en otras poblaciones sea
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probablemente la causa de su falta de detecciôn como factor de riesgo. Esta asociaciôn 
es independiente de la presencia o ausencia del alelo HLA-DRBl*!5:01. Ademâs, 
nuestro estudio ha conseguido profundizar en dicha asociaciôn, mostrando que el 
efecto de susceptibilidad del H.A. 18.2 observado en la muestra total de pacientes se 
debe a la fuerte asociaciôn de este haplotipo con aquellos enfermos que presentan 
sintesis intratecal de IgM oligoclonal, confîriéndoles 4 veces mâs riesgo. En los 
ùltimos anos se estâ realizando un enorme esfuerzo por tratar de comprender los 
mecanismos que regulan la gran heterogeneidad que présenta la EM con el objetivo de 
poder generar tratamientos mâs personalizados para los pacientes. El hecho de haber 
descrito un haplotipo del HLA que estâ fuertemente asociado con la producciôn 
oligoclonal de IgM permitirâ establecer una mejor clasifîcaciôn de los pacientes, y 
futuros estudios funcionales ayudarân a comprender la relevancia de dicha asociaciôn.
Las asociaciones genéticas publicadas en los ùltimos 3 anos han sido, sin 
duda, de gran importancia para el mejor entendimiento de la patofîsiologfa de la EM. 
Sin embargo, la gran cantidad de datos acumulados ha obligado a pensar en nuevas 
técnicas para poder manejarlos. Probablemente, en el futuro serân necesarios nuevos 
modelos in silico para poder integrar toda esta informaciôn en un solo modelo de 
manera efectiva. Ademâs, todavia serâ necesario precisar las variantes etiolôgicas 
exactas asociadas a la EM en las regiones con alto LD del genoma, y explorar las 
contribuciones genéticas de las CNVs {copy number variations) y de las variantes 
poco frecuentes en la susceptibilidad de la EM, que pueden ser los responsables de la 
llamada “heredabilidad perdida”. Si bien la genética es capaz de identifîcar vias 
patogénicas potenciales, serâ de gran utilidad la creaciôn de modelos animales de EM 
capaces de reproducir las mùltiples vias que podrian estar genéticamente perturbadas. 
Probablemente, en los prôximos anos, el uso de variables fenotipicas, 
epidemiolôgicas, ancestrales y demogrâfîcas junto con los datos genéticos, serân 
fundamentales para conocer el verdadero signifîcado biolôgico de la correlaciôn entre 
fenotipo y genotipo. Los estudios farmacogéneticos son y serân de vital importancia 
para explicar la base genética de las diferentes respuestas a los tratamientos y de la 
apariciôn de efectos secundarios observados. Asimismo, los estudios actuates y 
futuros tienen como gran reto el tratar de esclarecer la influencia de las interacciones 
gen-ambiente y gen-gen (epistasis) en la susceptibilidad a la EM. Finalmente, los
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estudios epigenéticos pueden también influir en la susceptibilidad a padecer esta 
enfermedad. La integracion de la informaciôn procedente de estudios genômicos, 
transcripcionales, proteômicos y clinicos supondrâ un gran progreso en el 
entendimiento de la influencia de la genética en la EM y permitirâ disenar modelos 
funcionales efectivos que tendrân, como objetivo final la aplicaciôn de estos nuevos 
conocimientos a un mejor cuidado de los pacientes.
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1. Los genes candidates CCL18, SPPl y  TLR9 no se encuentran asociados con 
la susceptibilidad a padecer EM en poblaciôn espanola. El haplotipo TCAT 
(rs2853749-rsl 1728697-rs7695531-rs4754) del gen SPPl, codificante de la 
osteopontina, muestra un efecto de susceptibilidad en las formas progresivas 
de la EM y un efecto protector en la forma RR, lo que permite considerar a 
este gen candidate como un posible marcador de la forma clinica en pacientes 
de EM.
2. Nuestros resultados corroboran la asociaciôn de los genes IL2RA, 1L7R, 
GPC5, TNFRSFIA y CD6 con EM en poblaciôn espanola, mostrando en todos 
los casos un efecto similar al observado en los estudios de barrido genômico 
originales. Ademâs, nuestros resultados han mostrado la asociaciôn de un 
polimorfismo del gen PTGER4 con la forma clinica PP en los pacientes de 
EM en poblaciôn espanola
3. El présente trabajo describe por primera vez, fiiera de la poblaciôn sarda, un 
efecto de susceptibilidad del H.A. 18.2 en la poblaciôn espanola de EM de 
manera independiente del alelo HLA-DRBl *1501. El H.A. 8.1, sin embargo, 
no parece ejercer ningùn efecto en la susceptibilidad a EM en nuestra 
poblaciôn espanola.
4. Entre los pacientes que carecen del factor de susceptibilidad HLA- 
DRB1*15:01, nuestros resultados muestran una fuerte asociaciôn con el H.A. 
18.2 en el subgrupo de pacientes que presentan sintesis intratecal de IgM en 
LCR, confiriéndoles 4 veces mâs riesgo. Por tanto, el efecto observado en la 
muestra total de pacientes de EM es consecuencia del fuerte efecto de 
susceptibilidad del H.A. 18.2 el subgrupo de pacientes IgM+.
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Polymorphisms in the IL2, IL2RA and IL2RB genes 
in multiple sclerosis risk
Maria L Cavanillas^Antonio Alcina^’^ , Concepcion Nunez\ Virginia de las Heras^’^ ,
Miguel Fernandez-Arquero^ Manuel Bartolome^’^ , Emilio G de la C oncha^O scar Fernandez'*’^ ,
Rafael Arroyo^ ^ Fuencisla Matesanz^’^ ’^  and Elena Urcelay*’^ ’^ ’^
Interleukin (IÜ -2/IL -2R  signalling prom otes proliferation and survival o f activated T ce lls  and has an essen tia l non-redundant 
role in the production of reguiatory T c e ils . A ssociations with different autoim m une d isea ses  of polymorphism s in a linkage 
disequilibrium  block in which th e IL2/IL21  gen es  map (4 q 2 7 ) , and a lso  in g en es  en cod in g th e IL2RA and IL2RB  subunits  
(located  in lO p lS  and 2 2 q l 3 ,  respectively), were identified through genom e-w ide stu d ies. Polym orphism s in th ese  three g en es  
were stud ied  in 4 3 0  m ultip le sclerosis  (MS) patients and in 5 5 0  ethn ically  m atched controls from Madrid (Spain). Replication  
and m eta-analysis with results from an independent cohort of 7 7 1  MS patients and 7 5 9  controls from Andalucia (Spain) 
confirmed the association  of polym orphism s in the IL2RA  gen e (/\iantei-Haenszei. odds ratio (O R )m- h (95%  confidence interval, Cl) 
for r s2 1 0 4 2 8 6 :  0 .0 0 0 1 ,  0 .7 5  ( 0 .6 5 -0 .8 7 ) ;  for r s l l 5 9 4 6 5 6 /r s 3 5 2 8 5 2 5 8 :  0 .0 0 4 ,  1 .1 9  (1 .0 6 - 1 .3 4 ) ;  for r s 4 1 2 9 5 0 6 1 ;
0 .0 3 , 0 .7 7  (0 .6 0 -0 .9 8 ) ) ;  show ed a trend for association  of the IL2/IL21  r s 6 8 2 2 8 4 4  ( / \ i_h = 0 .07 , ORm_h (95%  C l)= 0 .8 6  
( 0 .7 3 - 1 .0 1 ) ) ,  but did not corroborate the association  for IL2RB. R egression an alyses of the com bined Spanish  cohort revealed  
the indep en d en ce of two IL2RA  association  signals: r s 2 1 0 4 2 8 6  and r s l  1 5 9 4 6 5 6 /r s 3 5 2 8 5 2 5 8 .  The relevant role of the  
IL2RA  g en e on MS susceptib ility  adds support to its com m on effec t on autoim m une risk and the suggestive association  of 
IL2/IL21  warrants further investigation.
European Journal of Human Genetics advance  online pub lica tion , 2 4  February 2 0 1 0 ;  d o i :1 0 .1 0 3 8 /e jh g .2 0 1 0 .1 5  
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INTRODUCTION
Genome-wide association studies have recently identified risk variants 
in 4q27 that increased susceptibility towards several autoimmune 
diseases such as coeliac disease,’ type I diabetes^ or psoriasis.  ^ Those 
polymorphisms are located in a 480 kb linkage disequilibrium block 
that harbours interleukin 2 (/L2) and IL21 genes, among others. 
Therefore, this locus is emerging as a shared susceptibility factor for 
diseases with an immune aetiology. Owing to the correction threshold 
imposed on these pangenomic studies, some associations do not reach 
significance on a first-hit level, but they are evidenced in follow-up 
studies, as has been demonstrated for the role of the IL2-1L21 locus 
on rheumatoid arthritis (RA).‘‘
Interleukin 2 was initially identified as an autocrine secretory 
product from activated T cells with growth factor properties. Later, 
it was found that IL-2 elicits T-cell proliferation, survival and 
differentiation o f effectors (Thl/Th2). However, the main non-redun­
dant function of IL-2 consists of maintaining peripheral T-cell 
tolerance, and the impairment of regulatory T cells is thought to be 
the underlying cause o f autoimmunity in the absence of IL-2. This 
cytokine is also able to sensitize activated T cells to undergo apoptosis 
or activation-induced cell death, limiting the immune response.^ The 
binding o f IL-2 to IL-2R<x drives the association of this subunit with
the IL-2R^- and y-chain to form the high-affinity heterotrimeric 
IL-2 receptor.® Polymorphisms within the genes encoding two 
different subunits of the receptor, IL2RA and IL2RB, have also been 
associated with greater predisposition to type I diabetes,  ^ RA® or 
multiple sclerosis (MS).®’’®
Multiple sclerosis is a complex disease presumed to be autoimmune 
in nature and with a clear inflammatory and demyelinating outcome. 
A genome-wide association scan pointed to the role of the IL2RA  gene 
in MS predisposition,® and that association was recently confirmed 
in a large multicentre study.” The IL2RA gene had previously shown 
its relevance in the development of MS.’® Moreover, a polymorphism 
in the IL2 promoter was found to influence MS risk in a classical 
candidate-gene approach,’  ^ although in genome-wide studies, the 
associations of either IL2 or IL2RB polymorphisms with MS did not 
exceed the significance threshold.® ’®
The association of IL2, 1L2RA and IL2RB genes with multiple 
autoimmune diseases might surest a common mechanism in their 
pathogenesis and we aimed at studying polymorphisms previously 
associated with different autoimmune conditions. Dissecting the 
specific variant responsible for the IL2 effect has been hampered by 
the tight linkage disequilibrium of the 4q27 locus, and therefore we 
genotyped three SNPs: rs6822844 and rsl 1938795, associated with
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Figure 1 Linkage d isequ ilib rium  m ap  of th e  polym orphism s s tu d ie d  w ithin th e  IL2, IL2RA  an d  IL 2R B  genes.
coeliac disease,' and one polymorphism associated with diabetes, 
rsl 7388568.  ^ Two independent signals of the IL2RA gene were 
identified by fine mapping of the region, and their minor alleles 
were related to inherited lower circulating levels of the soluble IL-2RA 
protein/ We selected tagging SNPs for these signals, rs41295061 and 
rsl 1594656, and one polymorphism (rs2104286) previously associated 
with M S/ Polymorphisms within the genes encoding 1L-2R subunits a. 
(rs2104286) and P (rs743777) were both associated with RA and type I 
diabetes (TID) in the genome-wide study performed by the Wellcome 
Trust Consortium/ rs9622555, located in the same linkage disequili­
brium block as rs743777 (see Figure 1), was selected to eventually 
support the data o f the latter.
METHODS
A to tal o f  430 Spanish  M S patien ts an d  550 e thnica lly  m atched  con tro ls , m ostly  
b lood  d o n o rs  an d  staff, w ere consecutively recru ited  from  th e  H ospital C linico 
(M adrid ), an d  an  in d ep e n d en t Spanish c o h o rt fro m  A ndalucia w as also stu d ie d  
in c lud ing  ind iv iduals from  H ospital V itgen d e  las Nieves, H osp ita l C lin ico  San 
Cecilio, Banco d e  Sangre (G ranada), H ospital C arlos H aya (M alaga) an d  
H ospital V irgen M acarena (Sevilla). T he E thics C o m m ittees  o f  these H ospitals 
approved  th e  study. P atien ts w ere d iagnosed  o n  the basis o f  th e  Poser criteria''* 
an d  w ere inc luded  in  th e  s tu d y  after in fo rm e d  consent. C linical features o f  m o st 
o f  th em  have been  pub lished  p r e v io u s l y . '^ I n  th e  M S co h o rt from  M adrid  
(35%  m en  an d  65%  w o m en ), w ith  a  m ean age a t  o n se t o f  29 years a n d  th e  age 
o f  pa tien ts  rang ing  from  16 to  79 years, 208 ind iv iduals w ere carriers o f  th e  
m ajo r susceptib ility  factor fo r M S (H L A -D R B l’ 1501). T h e m ea n  E xpanded  
D isability  S ta tus Scale (EDSS) w as 3.5 an d  ~  10% o f  patien ts h a d  a father, 
m o th er o r  a  sibling w ith  MS. T h e  clinical fo rm s w ere d is tr ib u te d  as follows: 
32 p rim ary  progressive, 46  secondary  progressive an d  321 re lapsing -rem itting  
(for th e  rem ain in g  31 patien ts, w e h ad  n o  d a ta ). T h e A ndalusian  co h o r t 
recru ited  759 hea lthy  con tro ls (32%  m en  an d  68%  w om en) a n d  771 M S 
patien ts  (31%  m en  a n d  69%  w om en) w ith  a  m ean  age a t  onset o f  29 years an d  
age ranging  from  15 to  71 years. T h e clinical fo rm s o f  th e  M S c o h o r t  w ere 
255 secondary  progressive an d  516 re lapsing-rem itting .
G eno typ ing  o f  sam ples was carried  o u t w ith  TaqM an Assays from  A pplied 
Biosystem s in  a  7900H T  Fast R eal-Tim e PCR system , u n d e r th e  c o n d itio n s  
recom m ended  by  th e  m an u fa c tu re r (A pplied B iosystem s, F oster City, CA, 
USA). G eno typ ing  call-rate success was over 96%  in  M S cases a n d  con tro ls 
fo r every tested  p o lym orph ism .
T h e  statistical analysis to  com pare  allelic a n d  genotypic d is tr ib u tio n s  was 
p erfo rm ed  using  x^-test o r  F isher’s exact test (w hen expected  values w ere
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below  5) included  in  a  s tan d ard  statistical package (Epi Info v. 6.02; 
W orld H ealth  O rgan ization , G eneva, Sw itzerland). O d d s ra tios (O Rs) w ere 
calculated, a n d  th e ir 95%  confidence intervals (C ls) w ere es tim ated  using  
th e  C orn fie ld  m eth o d . H aplo typic frequencies were es tim ated  w ith th e  
e x p e c ta tio n -m ax im iza tio n  algo rithm  im plem en ted  in  th e  H aploview  v .4 .1 
softw are. A co m b in ed  analysis o f  the tw o cohorts was pe rfo rm ed  using  
th e  M an te l-H aen szel test (also im p lem en ted  o n  Epi Info  software^. Linkage 
d isequ ilib rium  was m easu red  by ca lcu lating  two param eters, r  and  O ' 
(F igure I).
RESULTS
Polymorphisms in the IL2, IL2RA and IL2RB genes were genotyped 
in the samples from Madrid (Table 1). None of the tested polymor­
phisms significantly deviated from Hardy-Weinberg predictions. The 
frequency o f carriers of the minor allele for rs6822844 was significantly 
lower in MS patients compared with controls (P=0.03; OR (95% 
Cl)=0.72 (0.52-0.98)). No significant differences were found in the 
other two IL2  polymorphisms, which only showed low to modest 
genetic equivalence with rs6822844 (r^=0.06 and 0.37, Figure 1). The 
minor allele frequency for rs2104286, located in intron 1 of the 
IL2RA gene, was significandy lower in MS patients compared with 
controls. Two other polymorphisms located upstream of the IL2RA  
gene were studied, and a similar protective trend was found for 
rs41295061. The frequency of the mutant genotype for rsl 1594656 
was higher in MS patients (AA vs (TA+TT): P=0.02; OR (95% 
Cl)=1.61 (1.05-2.48)). In addition, two markers, located within 
10 kb upstream of the IL2RB transcription origin, were analysed. 
The frequency of mutant genotypes for both SNPs in this gene 
(r^=0.85) was lower in the patient group than in controls 
(rs743777, GG vs (GA-t-AA): P=0.07; OR (95% CI)=0.69 (0.45-1.06) 
and rs9622555, TT vs (TG+GG): P=0.11; OR (95% CI)=0.70 
(0.40-1.11)). Minor allele frequencies o f these IL2RB polymorphisms 
were also lower in patients than in controls (Table 1).
To validate whether these markers were bona fide  risk factors, 
we decided to analyse the polymorphisms showing any evidence 
of association with MS in the Madrid population, in an independent 
Spanish cohort from Andalucia. Once the homogeneity of the data 
was confirmed (homogeneity P>0.1), we performed a Mantel- 
Haenszel analysis of the significant results from the samples from 
Madrid pooled with those previously published for the Andalusian
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Table 1 Genotype and allele frequencies of IL2, IL2RA and IL2RB polymorphisms In MS patients and healthy controls recruited from Madrid 
and Andalucia, and overall Mantel-Haenszel analyses of the pooled Spanish cohorts
M S Madrid
iL2RA 
Controis Madrid M S Andaluci'a^^ Controis Andaiucia^^
r s l  1 9 3 8 7 9 5
TT 231 (56% ) 2 9 3  (54% ) — —
TC 155 (38% ) 2 0 6  (38% ) — —
CC 2 6  (6%) 4 7  (9%) — —
T 6 17  (75% ) 7 9 2  (73% ) — —
C 207 (25% ) 3 0 0  (27% ) — -
Allelic P
Allelic OR (95%  Cl)
0 .2 5  
0 .8 9  (0 .7 2 -1 .0 9 )
r s l  7 3 8 8 5 6 8
GG 2 2 9  (54% ) 2 8 9  (54% ) — —
GA 162 (38% ) 2 1 4  (40% ) — —
AA 3 5  (8%) 3 7  (7%) — —
G 62 0  (73% ) 7 9 2  (73% ) — —
A 2 32  (27% ) 2 8 8  (27% ) - -
Allelic P
Allelic OR (95%  Cl)
0 .7 8  
1 .03  (0 .8 4 -1 .2 7 )
rs 6 8 2 2 8 4 4 ‘
GG 3 3 4  (80% ) 4 0 5  (74% ) 5 9 8  (78% ) 717  (77% )
GT 79  (19% ) 136 (25% ) 160 (21% ) 191 (21% )
TT 6  (1%) 8 (1%) 1 0 (1 % ) 21 (2%)
G 747 (89% ) 9 4 6  (86% ) 1 3 5 6  (88% ) 1 6 2 5  (87% )
T 91 (11% ) 152 (14% ) 1 8 0 (1 2 % ) 2 3 3 (1 3 % )
Allelic P
Allelic OR (95%  Cl)
M S Madrid
0 .0 5  
0 .7 6  (0 .5 7 -1 ,0 1 )
Allelic PMantel-Haenszel—9  0 7 6
Allelic ORMantel-Haenszel (95%  C l)= 0 .8 6  (0 .7 2 -1 .0 1 )
IL2RA 
Controis Madrid M S Andaiucia^^
0 .4 7  
0 .9 3  (0 .7 5 -1 .1 5 )
Controls Andaiucia^^
rs l 1 5 9 4 6 5 6 ^  (rs3 5 2 8 5 2 5 8  m Andaluci'a)
TT 186 (45% ) 251 (46% ) 3 0 0  (39% ) 3 3 4  (45% )
TA 172 (42% ) 2 4 4  (45% ) 366(47% ) 3 2 0  (43% )
AA 56 (14% ) 4 8  (9%) 105 (14% ) 8 2  (11% )
T 544  (66% ) 7 4 6  (69% ) 9 6 6  (63% ) 9 8 8  (67% )
A 2 8 4  (34% ) 3 4 0  (31% ) 5 7 6  (37% ) 4 8 4  (33% )
Allelic P
Allelic OR (95%  Cl)
0 .1 7  
1.15  (0 .9 4 -1 .4 0 )
Allelic PMantel-Haenszel—9 .0 0 4
Allelic ORMantel-Haenszel (95%  C l)= 1 .1 9  (1 .0 5 -1 .3 3 )
0.01
1 .2 2 (1 .0 4 -1 .4 2 )
rs4 1 2 9 5 0 6 1
CC 381 (91% ) 4 7 9  (88% ) 6 7 8  (89% ) 6 5 0  (87% )
CA 35  (8%) 6 6  (12% ) 8 2  (11% ) 9 3  (12% )
AA 1 (0%) 2 (0 % ) 1 (0% ) 3 (0%)
C 7 97  (96% ) 1 0 2 4  (94% ) 1 4 3 8  (94% ) 1393  (93% )
A 37  (4%) 7 0  (6%) 8 4  (6%) 99  (7%)
Allelic P
Allelic O R  (95%  Cl)
0 .0 6  
0 .6 8  (0 .4 4 -1 .0 4 )
0 .1 9  
0 .8 2  (0 .6 0 -1 .1 2 )
A llelic ^Mantel-Haenszel—9 .0 3
A llelic ORMantel-Haenszel (9 5 %  C l) = 0 .7 7  ( 0 .6 - 0 .9 7 )
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Table 1 (Continued)
M S Madrid
IL2RA 
Controls Madrid M S Andaluci'a^^ Controls Andalucia^^
rs2 1 0 4 2 8 6
AA 3 0 3  (72% ) 3 3 7  (62% ) 5 0 8  (67% ) 4 8 3  (64% )
AG 1 08  (26% ) 183 (34% ) 2 2 4  (30% ) 2 3 8  (31% )
GG 8  (2%) 2 5  (5%) 21 (3%) 3 8  (5%)
A 7 1 4  (85% ) 8 5 7  (79% ) 1 2 4 0  (82% ) 1 2 0 4  (79% )
G 1 24  (15% ) 2 3 3  (21% ) 2 6 6  (18% ) 3 1 4  (21% )
Allelic P 0 .0 0 0 2 0 .0 3
Allelic OR (95%  Cl) 0 .6 4  (0 .5 0 -0 .8 2 ) 0 .8 2  (0 .6 8 -0 .9 9 )
Allelic Pwantel-Haenszel—9.CX)01
Allelic ORMantel-Haenszel (95%  C l)= 0 .7 5  (0 .6 5 -0 .8 6 )
IL2RB
M S Madrid Controls Madrid M S Andalucia Controls Andalucia
rs7 4 3 7 7 7
AA 1 90  (46% ) 2 4 2  (45% ) — —
GA 183 (44% ) 221 (41% ) - —
GG 4 0  (10% ) 7 2 (1 3 % ) — —
A 5 6 3  (68% ) 7 0 5  (66% ) - —
G 2 6 3  (32% ) 3 6 5  (34% ) — —
Allelic P 0 .3 0
Allelic OR (95%  Cl) 0 .9 0  (0 .7 4 -1 .1 0 )
rs9 6 2 2 5 5 5
GG 2 2 5  (54% ) 2 6 7  (49% ) 3 4 2  (46% ) 3 4 4  (51% )
GT 1 60  (38% ) 2 1 7  (40% ) 3 3 5  (45% ) 2 6 6  (40% )
TT 3 4  (8%) 61 (11% ) 6 9  (9%) 62 (9%)
G 6 1 0  (73% ) 751 (69% ) 1 0 1 9  (68% ) 9 54  (71% )
T 2 2 8  (27% ) 3 3 9  (31% ) 4 7 3  (32% ) 3 9 0  (29% )
Allelic P 0 .0 6 0 .1 2
Allelic OR (95%  Cl) 0 .8 3  (0 .6 8 -1 .0 2 ) 1.14  (0 .9 6 -1 .3 4 )
ORs referred to the minor allele.
'Carrier T (Madrid cohort): P=0.03; OR (95% 0 0 = 0 .7 2  (0 .52-0 .98). 
'’Carrier T (Madrid cohort): P=0.02; OR (95%  0 0 = 0 .6 2  (0.4-0.95).
cohort'*''^ (Table 1). The IL2 polymorphism, rs6822844, showed a 
trend for association (P=0.076) and the three polymorphisms 
tested in the IL2RA gene yielded significant associations in the overall 
cohort. The IL2RB polymorphism rs9622555 was genotyped in the 
Andalusian cohort showing no association with MS. The genotypic 
distribution of rs9622555 showed heterogeneity between the cohorts 
from Madrid and Andalucia, and therefore the data obtained could 
not be merged.
Regression analyses of IL2RA polymorphisms revealed the inde­
pendence of rs2104286 and rsl 1594656/rs35285258, but rs41295061 
did not show an independent effect after adjustment for rs2104286 
(see Table 2).
No significant differences were observed after stratification for the 
main susceptibility determinant in MS, the H LA-DRBV1501 allele,'* 
or for age/gender in any of the studied polymorphisms (data not 
shown). The study of inferred haplotypes did not add any further 
information (data not shown).
Table 2 Conditional logistic regression analyses for IL2RA 
polymorphisms with single-point allelic P < 0 .0 5  In the combined 
cohorts from Madrid and Andalucia (1 2 4 7  MS cases and 
1491controls)
(a) A dd locus to r s2 1 0 4 2 8 6 (b) A dd rs2 1 0 4 2 8 6  to locus
OR (95%  Cl) P-value OR (95%  Cl) P-value
rs4 1 2 9 5 0 6 1
rs3 5 2 8 5 2 5 8
C
T
1 .00
1.14
(0 .7 6 -1 .3 1 )
(1 .0 1 -1 .2 9 )
0 .9 8
0 .0 3
0 .7 4
0 .8 0
(0 .6 3 -0 .8 7 )
(0 .6 9 -0 .9 3 )
0 .0 0 0 3
0 .0 0 3 8
Regression analyses (a) a(j(jlng rs41295061 and rs35285258 to rs2104286  and (b) adding 
rs2104286  to rs41295061 and rs35285258. Results for a model assuming multiplicative
DISCUSSION
Genetic linkage analysis in the mouse model o f MS identified an 
/L2-containing locus which affected disease severity.*  ^ A decade later.
European Journal of Human Genetics
IL2, IL2RA and IL2RB in multiple sderasis
M L C a v a n illa s  e t al
treatment with an IL2-caspase3 chimeric protein of experimental 
autoimmune encephalitis EAE-induced mice caused a significant 
delay in disease onset by controlling lymphocyte reactivity through 
tai^eted apoptosis/® Moreover, the cytokine profile of myelin cross­
reactive vs monospecific Epstein-Barr virus nuclear antigen 1-specific 
T cells differed in their capability to produce IL-2/' Among the 27 
tagging SNPs that very efficiently captured the common genetic 
variation in the IL2/IL21 linkage disequilibrium block, the minor 
allele of rs6822844 showed the strongest association with coeliac 
disease in three independent populations,' in agreement with results 
in type I diabetes* and RA,'* with a similar protective effect among 
these diseases. Our present data from the Madrid cohorts showed a 
borderline association of rs6822844 with MS (Table 1 ), and although 
the results from the other Spanish cohort from Andalucia'^ did not 
reach significance, the combined data seem to follow the same trend of 
association of this IL2 polymorphism. Therefore, our data agree with 
the aforementioned results suggesting the importance of IL-2 in MS 
development, and corroboration of the association with this IL2 
polymorphism should be pursued.
IL-2RA-specific humanized monoclonal antibody showed promis­
ing therapeutic effects in MS,^^  probably through an immuno- 
regulatory pathway involving the expansion of natural killer cells 
that are able to lyse activated autologous T cells/* Strongly associated 
IL2RA markers were identified in a MS genome-wide study® and 
then validated in independent populations,"'^'* in agreement with the 
present data. Maier et showed an independent association of 
rs2104286 and rs35285258/rs 11594656, and pointed out that the 
minor allele of rs2104286 confers susceptibility to both MS and 
type I diabetes, whereas the allele for rs35285258/rs 11594656 confers 
protection towards diabetes,® but susceptibility to MS. Maybe 
because of low statistical power, Alcina et uZ'* did not detect the 
independence of these signals; however, analysis of the pooled 
Spanish samples from Madrid and Andalucia now corroborate the 
independent effect of those polymorphisms originally described by 
Maier et aP* (Table 2). Recently, it has been demonstrated that 
differences in surface expression of the 1L-2RA or CD25 protein 
are restricted to particular immune cell types and correlated with 
several haplotypes in the IL2RA region, underscoring the gene- 
phenotype association between protein levels on specific subsets of 
primary human immune cell types and autoimmune disease poly­
morphisms.®*
As previously reported, in vivo administration of anti IL-2RB mAh 
resulted in persistent MS symptoms in the mouse model,®® arguing in 
favour o f a role o f the IL2RB gene in the disease. Nevertheless, we 
could not replicate the association observed in Madrid in the other 
Spanish samples. The reason for this discrepancy may be an inter­
species difference or else it could be due to an effect on a yet- 
undetermined subgroup of patients, which would explain the 
heterogeneous effect obtained in both Spanish cohorts.
The IL2-IL2R  genes are attractive candidates as MS susceptibility 
factors. Regulatory T cells actively suppress autoreactive T cells in 
the periphery,®* and reduced regulatory T function has been detected 
in MS patients.®®"*® Our data replicate the reported independent 
effects o f two polymorphisms in the IL2RA locus, but the studied 
1L2RB polymorphisms show no signs of an overall effect on MS risk. 
The association found in Graves’ disease,*' as well as the one 
previously reported with TID®’*® and MS,®'* suggests that the 
IL2RA/CD25 region acts as a general susceptibility locus for auto­
immune diseases. In fact, anti-CD25 daclizumab seems to be a 
promising therapy for the inhibition of inflammation and stabilization 
of MS progression.** The IL2 region was recently associated with
several autoimmune diseases. A suggestive signal of association is 
now found for rs6822844, which deserves replication to corroborate 
the borderline effect observed. Therefore, a similar scenario involving 
IL2 in MS risk seems to emerge. These facts are consistent with a 
major role for the IL-2/IL-2 receptor pathway in the control of 
autoimmunity.
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Replication of top markers of a genome-wide association 
study in multipie sclerosis in Spain
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Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous system with presumed autoimmune origin, 
triggered by genetic and environmental risk factors. A recent genome-wide association study conducted on MS identified new 
biallelic markers outside the HLA (human leucocyte antigen) region involved in disease susceptibility: rs1109670 (DOEF2); 
rs1458175 (PDZRN4); rs 1529316 and rs2049306 (CSMD1); rs16914086 (TBC1D2); rs1755289 (SH3GL2); rs1841770 (ZIC1); 
rs651477 (EN1); rs7607490 (TRIB2); rs397020 (C20or146); rs908821 (SLC25A36); rs7672826 (MGC45800) and rs9523762 
(GPC5). VJe aimed at replicating these top association signals in a Spanish cohort o f2863 MS patients and 2930 sex- and age- 
matched controls. Only rs9523762 mapping in the GPC5 gene was significantly associated (G allele, P= 1.6x 1(7 odds ratio 
(95% confidence interval)= 1.23 (1.12-1.36)), supporting a role for this proteoglycan in MS predisposition. The independent 
replication of association signals to validate data generated by genome-wide association scans is a first step in the effort to 
improve patient care.
Genes and Immunity advance online publication, 14 October 2010; doi: 10.1038/gene.2010.52 
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Introduction The mam genetic determinant described to date is the
major histocompatibility complex region identified more 
Multiple sclerosis (MS), a chronic inflammatory demye- than 30-years ago,"* the HLA (human leucocyte antigen)-
linating disorder of the central nervous system, is one of DRB1*15:01 allele confers by far the strongest effect on
the most frequent causes of nontraumatic neurolo^cal MS susceptibility.® Nonetheless, this is not the unique
disability in young adults. Although inflammation, contributing factor to disease risk, and classical linkage
demyelination and axonal degeneration are well char- and association studies have pointed to an increasing
acterized during the course of the disease,' a compre- series of non-major histocompatibility complex genes
hensive understanding of the etiology of MS and the involved in MS predisposition. Moreover, during the past
mechanistic pathways leading to disease progression are 2 years, genome-wide association studies (GWAS) have
still lacking. It is widely accepted, though, that MS is a yielded an extraordinary wealth of data that provided
complex and heterogeneous disease resulting from the interesting clues about the pathogenesis of immune-
combination of genetic and environmental risk factors. -^® mediated diseases including rheumatoid arthritis, inflam­
matory bowel disease, type 1 diabetes among others.*-’' 
Certain pathogenic mechanisms were unambiguously 
Correspondence: Dr E Urcelay, Immunology Department, Hospital highlighted, for instance, the importance of autophagy 
Umversitario Clinico San Carlos, Martin Lagos s/n , Madrid 28040, innate immunity as critical components of the altered
E% il: eurcelay.hcsc@salud.madrid.org host-bacterial interactions leading to Crohn's disease.®
'^These authors contributed equally to this work. Furthermore, previously unsuspected genes were found
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diseases although the individual effect of each locus 
revealed usually modest genetic size effects, consistent 
with the polygenic basis of these complex traits.® 
Considerable overlap was also shown to exist between 
loci identified as risk factors for the different auto­
immune diseases, suggesting a shared influence of 
noteworthy genes on the breakdown of self-tolerance.
In 2007, the International MS Genetics Consortium 
performed the first GWAS in MS'° and identified the 
involvement of several genes such as the cytokine 
receptor encoding genes IL2RA and 1L7R, in keeping 
with the autoinunune nature of the disease. The study 
analyzed more than 12000 subjects in two phases for 
replication purposes. Another GWAS subsequently 
performed by the Australian and New Zealand MS 
Genetics Consortium” confirmed some of the genes 
previously found, such as IL7R, IL2RA, EVI5-RPL5, 
CLEC16A or CD58, which have been consistently 
validated in independent studies.” ” ®
Another GWAS was conducted in 1000 MS patients 
and an age/gender-matched control group.'"* In contrast 
to the International MS Genetics Consortium study, 
the latter focused on the discovery of genes not only 
associated with MS susceptibility, but also with the 
clinical phenotype. Our purpose with the present work is 
to replicate the association with overall MS of the top 
(non-HLA) risk markers identified in the GWAS con­
ducted by Baranzini and collaborators.'"* One should 
bear in mind that even a relative large GWAS has a rather 
low power to detect any specific marker. The accepted 
measure of genome-wide significance (P =  10“ -^10~®, 
equivalent to a f  =  0.05 for a classical epidemiological 
study in which only one hypothesis is being tested) 
warrants corroboration of the relevant genes.'® Even 
more so when the proposed associations show less 
stringent support (P ^10“®), the reported loci need 
replication in additional data sets before they can be 
considered reliable susceptibility markers. With this aim, 
a total of 2863 MS patients and 2930 healthy controls 
from Spain, matched by age, gender and ethnicity were 
compared in a case-control study.
R esults
We selected the top (non-HLA) MS risk markers 
identified in the GWAS conducted by Baranzini et al7* 
These polymorphisms were genotyped in a Spanish 
cohort of MS patients (n =  2863) and controls (n =  2930) 
(see Table 1 for the characteristics of the study group). 
No marker showed deviation from Hardy-Weinberg 
equilibrium. There were no statistically significant 
differences in genotyping calling rates between cases 
and controls for any of these markers.
As shown in Table 2, the analysis of the Spanish 
samples solely replicated the reported association of 
rs9523762 in the GPC5 gene with MS susceptibility 
(G allele: P =  1.6 x 10 ®, odds ratio =  1.23,95% confidence 
interval = 1.12-1.36). No other associations with the 
pathogenesis of the disease were detected in the study 
population. Statistical power allows detecting the mag­
nitude of the previously published effects for each 
single-nucleotide polymorphism (SNP) except for 
rsl6914086 (Table 2). Similar results were also obtained 
by logistic regression analyses adjusted by covariates
Table 1 Demographic and clinical features of the study group
Case Control
Gender, n (%)
Female 1907 (66.6) 2004 (68.4)
Male 956 (33.4) 926 (31.6)
Female to male ratio 2 2.1
Age (year)
Age at onset
29.9110.35
Range 6-68
Age at analysis 
Mean 36112.23 38110
Range 13-85 10-90
Disease course no. (%)
RR 2047 (75.2) —
SP 472 (17.3) —
PP 158 (5.8) —
PR 13 (0.4) —
CIS 32 (1) —
No details 99 —
Abbreviations: CIS, clinically isolated syndrome; PP, primary 
progressive; PR, progressive-relapsing; RR, relapsing remitting; 
SP, secondary progressive.
(gender and HLA-DRB1*15:01, Table 3), as reported by 
Baranzini et a/.'"*
Stratification by the well-known risk factor 
HLA-DRB1*15:01, gender or clinical form did not alter 
these results (data not shown).
Discussion
GWA studies explore the entire human genome uncon­
strained by previous hypothesis about the nature of 
genes that influence complex diseases. However, the 
massive number of statistical tests performed in this 
approach presents an unprecedented potential for false 
positive results.'* Often, GWAS use multistage designs to 
warrant replication of the original findings, otherwise, 
the confirmation of association signals through large- 
scale rephcation is recommended.'®
With this limitation in mind, our aim with the present 
work was to corroborate the best-associated variants 
identified in the GWAS by Baranzini et al7* The authors 
defined top-scormg (non-HLA) markers associated with 
global MS susceptibility, all of them with modest effects 
on disease risk, by performing the screen of allele 
frequencies for 551642 SNPs in 978 MS cases and 883 
controls. Our scan of these markers in an independent 
collection of 2863 MS cases and 2930 controls revealed 
replication of the GPC5 polymorphism studied, but no 
other best hit reached significance. Glypicans regulate 
ceU-ceU signaling and are expressed during brain 
neurogenesis'^ and they have been found in MS active 
plaques '® Other polymorphisms in the GPC5 gene have 
been consistently associated with response to interferon 
(IFN)-p in MS patients;'® ^  however, these polymorphisms 
(rsl 0492503, rs9523554 /  rs9301789) and the one showing 
an effect in the present work (rs9523762) are not genetic 
proxies (.H =  0.001, D' =  0.03 and H = 0, CX = 0.06, respec­
tively). Given the fact that GPC5 is associated with MS
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Table 2 Independently replicated genotypic and allelic frequencies of the top (non-HLA) markers previously associated with MS 
susceptibility in a GWAS (Baranzini et al.'*)
SNP Gene
(chromosome)
Genotype
Alelles
MS
(%)
Controls
(%)
P OR (95% Cl) 
(carrier minor 
allele/minor allele)
OR 80% 
power*
Published OR 
(Baranzini 
et al.)'*
rsH09670" DDEF2 (2) CC 1170 (52) 1171 (50)
CA 901 (40) 969 (42)
AA 180 (8) 192 (8) 0.23 0.97 (0.83-1.05)
C 3241 (72) 3311 (71)
A 1261 (28) 1353 (29) 0.29 0.95 (0.94-1.04) 1.12 1.381
rs651477“’ EN l (2) AA 1371 (59) 1440 (60)
AG 833 (36) 822 (34)
GG 138 (6) 145 (6) 0.37 1.05 (0.94-1.19)
A 3575 (76) 3702 (77)
G 1109 (24) 1112 (23) 0.51 1.03 (0.94-1.14) 1.13 1.378
rs7607490 TRIB2 (2) GG 2231 (79) 2297 (79)
AG 553 (19) 575(20)
AA 51(2) 32(1) 0.7 1.02 (0.9-1.17)
G 5015 (88) 5169 (89)
A 655 (12) 639 (11) 0.35 1.06 (0.94-1.19) 1.18 1.558
rsl841770“’ Z/CI (3) TT 646 (32) 709 (33)
GT 953 (47) 1078 (49)
GG 430 (21) 391 (18) 0.62 1.03 (0.91-1.18)
T 2245 (55) 2496 (57)
G 1813 (45) 1860 (43) 0.07 1.08 (0.99-1.18) 0.90 0.746
rs7672826 MGC45800 (4) GG 1118 (39) 1180 (41)
AG 1333 (47) 1334 (46)
AA 401 (14) 393 (13) 0.28 1.06 (0.95-1.18)
G 3569 (63) 3694 (63)
A 2135 (37) 2120 (36) 0.3 1.04 (0.97-1 13) 1.11 1.366
rsl 529316 CSMDJ (8) CC 787 (28) 821 (29)
CT 1368 (49) 1402 (49)
TT 652 (23) 657(23) 0.69 1.02 (0.91-1.15)
C 2942 (52) 3044 (53)
T 2672 (48) 2716 (47) 0.65 1.02 (0.95-1.1) 1.11 1.356
rs2049306 CSM Dl (8) AA 741 (26) 773 (27)
AC 1339 (47) 1395 (48)
CC 742 (26) 718 (25) 0.65 1.03 (0.91-1.16)
A 2821 (50) 2941 (51)
C 2823 (50) 2831 (49) 0.30 1.04 (0.97-1.12) 1.11 1.362
rsl6914086 TBC1D2 (9) GG 2170 (76) 2181(75)
GA 639 (22) 670 (23)
AA 42(1) 51 (2) 0.40 0.95 (0.84-1.07)
G 4979 (87) 5032 (87)
A 723 (13) 772 (13) 0.32 0.95 (0.85-1.06) 0.85 0.886
rsl 755289 SH3GL2 (9) CC 1046 (37) 1083 (37)
CT 1359 (48) 1358(47)
TT 426 (15) 464(16) 0.79 1.01 (0.91-1.13)
C 3451 (61) 3524 (61)
T 2211 (39) 2286 (39) 0.74 0.99 (0.92-1.07) 0.90 0.739
rsl458175 PDZRN4 (12) GG 854 (30) 856 (29)
GT 1386 (49) 1446 (50)
TT 608 (21) 606 (21) 0.65 0.97 (0.87-1.09)
G 3094 (54) 3158 (54)
T 2602 (46) 2658 (46) 0.98 1.00 (0.93-1.08) 1.11 1.342
rs9523762' GPC5 (13) GG 618 (35) 498 (30)
AG 829 (47) 823 (49)
AA 300 (17) 365 (22) 0.0003 0.77 (0.66-0.89)
G 2065 (59) 1819 (54)
A 1429 (41) 1553 (46) 1.6x10” 0.81 (0.74-0.89) 1.11 1.361
Abbreviations: Cl, confidence interval; OR, odds ratio.
“Odds Ratios (ORs) as low as those indicated for each polymorphism could be detected at 80% statistical power, a = 0.05; calculated using 
allelic frequencies.
Analyses done excluding 
‘’Madrid,
“’Barcelona,
“*North of Spain or
“South of Spain heterogeneous populations.
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Table 3 Logistic regression model (adjusted for gender and 
carriers of HLA-DRBl *15:01)
SNP Minor allele Adjusted P OR (95%CI)
rsll09670“ A 0.962 1.003 (0.902-1.115)
rs651477* G 0.451 0.961 (0.866-1.066)
rs7607490 A 0.199 1.091 (0.955-1.247)
rsl841770* G 0.137 1.080 (0.976-1.196)
rs7672826 A 0.478 1.032 (0.946-1.125)
rsl529316 T 0.784 1.012 (0.930-1.101)
rs2049306 C 0.360 0.962 (0.884-1.046)
rsl6914086 A 0.497 0.958 (0.847-1.084)
rsl755289 T 0.167 0.941 (0.864-1.026)
rsl 458175 I 0.713 1.016 (0.934-1.105)
rs9523762* A <0.0001 0.776 (0.695-0.866)
Abbreviation; Cl, confidence interval.
“Analysis made without the heterogeneous collection in each case. 
Bold values indicate significant results.
susceptibility, as well as with the response to IFN-P 
therapy, it is tantalizing to speculate that the IFN type I 
pathway might have a role in the pathogenesis of the 
disease, at least in a subgroup of patients.
Recently, GPC5 rs9523762 results were published in 
African Am ericans/' though no sigruficant association 
with MS was reached (F =  0.154). Interestingly, the risk 
allele in African Americans (G) is the same as the one 
now found to be associated with MS susceptibility in 
Spain, whereas the opposite allele (A) was originally 
described to be associated in Caucasian individuals.^' 
The meta analysis of both GPC5 studies in Spanish 
and African American subjects (heterogeneity P =  0.43; 
P  = 0%) yielded a P m - h < 0-00001; odds r a t i o M - H  (95% 
confidence inteval) =  0.83 (0.76-0.90). The initially 
reported odds ratio (1.361) reflects an effect stronger 
than this one. This well-described phenomenon (the so 
called 'w inner's curse') would justify a lack of replication 
for the other best-associated markers, provided that the 
original effects were overestimated. Nonetheless, the size 
of our collections would allow us to detect effects even 
smaller than those originally reported, as indicated 
in Table 2, when applying the standard threshold of 
statistical power (80%, a = 0.05). Thus, evidence is 
mounting for the GPC5 gene being a genuine suscept­
ibility factor for MS. Recently, polymorphisms within 
this gene have been associated with sudden cardiac 
arrest^ or lung cancer in non-smokers,^ and variants in 
the adjacent GPC6 gene have also been associated with 
primary sclerosing cholangitis.^" Both genes span around 
3 Mb in 13q32, a chromosomal region where genomic 
amplification has been reported in different types 
of tumors.^ Further research is warranted to ascertain 
the role of these genes in the different pathologies.
Two polymorphisms in the CSMDl gene were among 
the top associated markers originally found in the GWAS 
by Baranzini et al.'*: rsl529316 and rs2049306 (P =  0.84). 
Another polymorphism in this gene, rsl611927, was 
recently found associated in a meta-analysis that 
included data of the performed GWAS in MS.“  How­
ever, the latter variant presents very low correlation with 
the two former CSMDl variants (H =  0.012 and P  = 0.02, 
respectively) and therefore, the meta-analysis results do 
not seem to replicate the associations initially described. 
Concordantly, in our population no replications were
obtained for the two closely related CSMDl polymorph­
isms already mentioned.
One potential explanation for the observed discre­
pancy between our study and Baranzini's original data 
could reside in the non-replica ted associations being 
false-positive results. Alternatively, the linkage disequili­
brium between the causal variants and the markers 
associated in each locus might be different depending on 
the population studied. An additional possibility is that 
what appears to be a homogeneous MS phenotype 
might, in fact, be due to distinct etiologies in different 
MS patients in such a way that a genuine effect pertinent 
to a specific category of patients could pass undetected 
when analyzing the whole collection.^’’ Finally, the 
question of population-specific MS risk genes is as yet 
unanswered. Given the lower prevalence of MS in the 
Mediterranean areas including Spain (prevalence of
0.0008, http: /  /  www.mult-sclerosis.org/prev_tab.html), 
it remains to be seen whether the same gene-environ- 
ment interactions or genetic penetrance have a role in MS 
irrespective of geographic/ethnical background. Stratifi­
cation by gender, clinical forms or by the well-known 
susceptibility factor HLA-DRB1*1501 did not provide 
clues about any specific effects in a subgroup of patients; 
nonetheless, the markers presently studied were 
reported to influence overall MS risk. Research should 
be undertaken to examine the heterogeneity in the causes 
of MS; considering a more refined categorization of cases 
might change the output.^®
The GWAS reveal the complex nature of MS and the 
current number of loci associated with MS represents 
only a small fraction of the disease heritability, so there 
must be additional genetic contributions to discover.”  As 
GWAS focus on common genetic variation across the 
genome, disease-associated low-frequency polymorph­
isms or else copy-number variants would have not been 
detected with this approach. Moreover, the etiologic 
variants are presently ascertained in only a minority of 
loci; therefore, with the fine-mapping of the confirmed 
genetic loci and the identification of the etiologic risk 
variants, a larger effect might be ascribed to the 
susceptibility genes. New avenues to the identification 
of susceptibility genes involved in the pathogenesis of a 
specific disease could be opened through the analysis of 
the interactions among genes, a strategy that has already 
delivered interesting results.®"®' Certainly, although 
the most immediate use of GWAS results remains the 
advance in the understanding of biologic pathways of 
disease causation,®-®® a robust replication is a crucial first 
step in this direction and to develop suitable therapeutic 
strategies in the future.®®-®"
Materials and m ethods
The entire data set studied consisted of 2863 MS patients 
diagnosed according to Poser's criteria®® and 2930 
healthy controls, mostly blood donors and staff, matched 
by age, gender, ethnicity and place of recruitment. 
Patients and controls were included in the study after 
written informed consent and were consecutively 
recruited as follows: 460 cases and 462 controls from 
Hospital Vail d'Hebron and Hospital Clinic (Barcelona, 
Spain); 535 cases and 536 controls from Hospital Clmico 
(Madrid, Spain); 777 cases and 706 controls from the
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North of Spain (Hospital de Basurto (Bilbao) and 
Hospital de Donostia (San Sebastian)); 1092 cases and 
1226 from the South of Spain (Hospital Virgen Macarena 
(SevUla), Hospital Carlos Haya (Malaga), Hospital Clmico 
(Granada), Hospital Virgen de las Nieves (Granada) and 
Blood Bank (Granada)). The Ethics Committees of these 
centres approved the study.
SNPs were genotyped using the iPLEX Sequenom 
Mass ARRAY platform in the Spanish National Genotyp­
ing Center (CEGEN, Santiago de Compostela, www.cegen. 
org). All DNA was received in the CEGEN centre for 
genotyping in 96-well plates; the concentration of double­
stranded DNA was assessed using PicoGreen (Molecular 
Probes, Inc., Eugene, OR, USA). As quality control, two 
trios of CEPH samples were genotyped (CEPH Nal0830, 
Nal0831, Nal2147, Nal0860, Nal0861 and Nall984). 
The genotypes of these samples resulted in no detection 
of mendelian inconsistencies and corresponded with the 
ones deposited in HapMap. On the other hand, a 10% of 
random samples were subjected to re-genotyping. The 
resulting data were concordant with an average accuracy 
of >99.9%. We performed quality filtering of both 
samples and SNPs to ensure robust association testing. 
We analyzed only SNPs with high quahty data (>95% 
genotype call rate and Hardy-Weinberg equilibrium 
P-value > 0.05 in healthy control subjects). The poly­
morphism rs397020 did not satisfy the quality control 
and therefore it was excluded from further analysis and 
rs908821 did not conform to the chip design restrictions. 
The homogeneity of DNA samples from different 
locations and Mantel-Haenszel analyses performed to 
investigate the association of previously reported SNPs 
(Review Manager (RevMan) 5.0 (Copenhagen: The 
Nordic Cochrane Centre, The Cochrane Collaboration, 
2008)) are shown in Supplementary Tables 1 and 2. The 
present work has been designed as a replication study; 
therefore P-values are not corrected. Power calculations 
were performed by using http://w w w .sph.um ich.edu/ 
csg/abecasis/cats/.
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A B S T R A C T
A re c e n t m e ta -a n a ly s is  o f  g e n o m e -w id e  asso c ia tio n  sc reen s  c o u p le d  to  a  re p lic a tio n  ex e rc ise  in  a  co m b in ed  
US/UK co llec tio n  led  to  tfie  id en tifica tio n  o f  4  sing le  n u c le o tid e  p o ly m o rp h ism s  (SN Ps) in  th re e  g e n e  loci, i.e. 
TNFRSFIA, CD6 a n d  IRF8, as novel risk  fa c to rs  fo r m u ltip le  sc lerosis  w ith  g e n o m e -w id e  level o f  sign ificance. In 
th e  p re s e n t s tu d y , u s in g  a co m b in ed  a ll-S pain  co llec tio n  o f  2 5 1 5  MS p a tie n ts  a n d  2 9 4 2  h e a lth y  co n tro ls , w e  
d e m o n s tra te  s ig n if ican t a sso c ia tio n  o f  r s l  7 8 2 4 9 3 3  in CD6 ( P c m h  =  0 .004; OR =  1.14; 95% Cl 1 .0 4 -1 .2 4 ) an d  o f  
r s l 8 6 0 5 4 5  in  TNFRSFIA (PcMH =  0 .001 ; 0 R  =  1.15; 95% Cl 1 .0 6 -1 .2 5 ) w ith  MS, w h ile  th e  lo w -freq u e n cy  
co d in g  n o n -sy n o n y m o u s  SNP rs4 1 4 9 5 8 4  in  TNFRSFIA d isp la y ed  a tre n d  fo r asso c ia tio n  ( P c m h  =  0 .062; 
OR =  1.27; 95% Cl 0 .9 9 -1 .6 3 ) . This d a ta  re in fo rce  a g e n e ric  ro le  fo r CD6 a n d  TNFRSFIA in  su sce p tib ility  to  MS, 
e x te n d in g  to  p o p u la tio n s  o f  so u th e rn  E u ro p e an  an c estry .
®  2 0 1 0  E lsev ier B.V. All rig h ts  re serv ed .
1. Introduction
M ultiple sclerosis (MS) is a chronic inflam m atory dem yelinating 
d isorder of the central nervous system  of unknow n etiology tha t occurs 
m ore frequently in the northern  areas of the w orld w ith  increased 
prevalence in North America and Europe. Genetic determ inants of 
susceptibility to MS are complex, and until recently the only validated 
M S-associated polym orphic variants w ere found in the m ajor histo­
com patibility com plex (MHC) region. Since 2007, the im plem entation 
of genom e-w ide association studies (GWAS) in com bination w ith high- 
pow ered  patient-control cohorts and appropriate bioinformatics tools 
has com pletely changed this picture. Several GW/VS have revealed the 
existence of non-MHC MS susceptibility loci of m oderate generic effect, 
and som e of these including IL7R, IL2RA CLE06A, CD226, CPC5, EVI5, 
TYK2 and CD58 have been validated successfully in independent studies 
(IMSGC e t al., 2007; Gregory e t al., 2007; Lundmark et al., 2007;
• Corresponding author. Neurogenomiks, University of the Basque Country (UPV/EHU), 
Parque Tecnolôgico de BIzkala, Edihcio 205, Planta - 1,48170 Zamudio, Spain.
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Matesanz et al., 2007; O'Doherty e t al., 2008; Zoledziewska e t al., 2008; 
De jager e t al, 2009a; ANZgene, 2009; Ban et al., 2009; Johnson et al., in 
press; Mero et al., 2010).
Recently, a m eta-analysis was perform ed of genom e-w ide data from 
three participating consortia (International MS Generics Consortium, 
GeneMSA Consortium and Partners MS Center in Boston, totalling 
>2600 MS patients and 7200 controls), coupled to a replication attem pt 
in 2200 MS patients and 2100 controls from US/UK (De Jager e t al., 
2009b). Three new  gene loci w ere identified th a t displayed genom e­
w ide level of significance, i.e. TNFRSFIA ( r s l800693 and rs4149584), 
IRF8 (rs l7445836) and CD6 (rsl7824933). In TNFSRSFIA, rsl800693 is a 
com m on v arian t w ith  relatively  w eak  effect (0R  =  1.2), w hile  
rs4149584 is a nonsynonym ous R121Q coding single nucleotide 
polym orphism  (SNP) o f which the predisposing allele exhibits low 
frequency bu t stronger genetic effect (OR =  1.6). The tw o TNFRSFIA 
SNPs are not in linkage disequilibrium  (r® =  0.04), and may represent 
independent associations. The SNPs in CD6 and IRF8 had m inor allele 
frequencies > 0 .19  and ORs of around 1.2 (De Jager et al., 2009b).
The presen t study w as designed as an attem p t to  replicate these four 
SNPs in four Spanish case-control collections totalling 2515 MS patients 
and 2942 healthy control subjects, recruited from participating centers
Please cite this artide as: Swaminathan, E, et al.. Validation of the CD6 and TNFRSFIA lod as risk factors for multiple sderosis in Spain,].
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in northern  Spain (Basque Country; Bilbao and San Sebastian), central 
Spain (M adrid), and southern Spain (Andalucia) (Table 1 ).
2. Subjects and methods
The DNA collections genotyped and analysed in this study w ere 
provided by the following neurological centers; Hospital de Basurto 
(Bilbao; 592 MS samples and 567 healthy controls), Donostia Hospital 
(San Sebastian; 250 MS samples and 249 healthy controls). Hospital 
Clinico de  Madrid (652 cases and 850 controls; for the TNFRSFIA SNPs 
553 control subjects w ere genotyped), in addition to 1021 cases and 
1276 controls from 4 hospitals and a blood bank o f Andalucia (Hospital 
Virgen M acarena of Sevilla, Hospital Carlos Haya of Malaga, Hospital 
Clinico and Virgen de las Nieves o f Granada and the Blood Bank of 
Granada). All patients w ere ascertained to have definite MS according to 
the Poser criteria (Poser et al., 1983). Genotypes from the four SNPs 
scrutinized in the present study w ere determ ined by m eans of pre­
designed Taqman genotyping kits from Applied Biosystems ( Foster City, 
CA, USA); i.e. IRF8 rsl7445836  (C_ 12108123.10); CD6 r s l 7824933 
(C .3 3 9 6 7 5 0 6 .1 0 ); TNFRSFIA rs4149584  (C .1 2 0 2 9 2 2 4 .2 0 ) and 
TNFRSFIA r s l 860545 (C .12029112.10). G enotyping w as perform ed 
as per the described protocol using the 7500 Fast Real-Time PCR system 
(ABl) for the Bilbao and Donostia cohorts, and the 7900HT Fast Real- 
Time PCR System (ABl) for the Andalucia and M adrid cohorts. Raw data 
w ere analysed for com parison of allele and/or genotype counts using 
PUNK version 1.05 (iittp ://pngu .n igh.liarvcird.edu/-puriell/plink). Tlie 
Cochran-M antel-Haenszel te st im plem ented in PUNK was used to 
calculate an average odds ratio (OR) arising from the com bination of 
distinct case-control datasets. Heterogeneity o f ORs w as addressed 
through the Breslow-Day test, also im plem ented in PUNK. A y® test was 
used to assess th a t genotype distributions fulfilled the criteria of Hardy 
W einberg equilibrium (HWE). Power w as calculated using the CATS 
pow er calculator (Skol et al., 2006), set a t one-stage design (h ttp ;// 
w w w .sph.um lch.edu/csg/abecasis/cats/). The dem ographic and clinical 
data o f MS patients and controls are sum m arized in Table 1. /\s this study
w as designed as a replication attem pt, the reported P values are 
uncorrected. The study was performed on the basis of inform ed consent, 
and ethics approval w as given by institutional ethics review  boards.
3. Results and discussion
Pow er w as calculated to  detec t effects w ith  sim ilar genetic 
m agnitude to those inferred by the originally reported ORs and risk 
allele frequencies (RAF) (OR 1.18-1.58.; R/\F 0.022-0.81, De jager e t al., 
2009b). Under multiplicative or additive genetic models, pow er in the 
com bined Spanish (2943 controls and 2514 MS patien ts) cohort 
am ounted to 94-100%. Table 2 sum m arizes the results o f the association 
analysis in the individual collections. Since the originally reported 
TNFRSFIA SNP r s l800693 (De Jager e t al., 2009b) could not be typed 
reliably using Taqman chem istry due to poor separation of genotype 
clusters, it w as replaced w ith  the proxy SNP rs l 860545 w hich is s tro n ^ y  
correlated w ith  r s l800693 (r® =  0.93). All SNPs w ere  in Hardy 
Weinfterg (HW) equilibrium  (P>0.05), exception m ade for the IRF8 
SNP r s l7445836, which showed HW disequilibrium in the M adrid and 
Bilbao controls and w as therefore excluded from further statistical 
analysis in these collections. This HW disequilibrium  w as not due to 
genotyping errors as re-typing of 350 samples showed 100% genotype 
concordance.
The only nominally significant associations found in any individual 
cohort w ere for CD6 rs l 7824933 ( P =  0.002; OR =  1.34) and  for 
TNFRSFIA r s l 860545 (P =  0.019; OR = 1 .2 3 ) , both  in the Bilbao 
collection, while the latter SNP show ed as well a trend in the /Vndalucia 
collection ( P = 0.059; 0 R = 1 .1 2 ) . Still, directional trends of allele 
frequencies in cases vs. controls for each SNP coincided betw een the 
four collections of the presen t study (Table 2). Table 3 show s the results 
of com bined analysis of the 4  SNPs in the 4 collections by m eans of the 
Cochran-M antel-Haenszel te st statistic im plem ented in PUNK. W e did 
not detect betw een-cluster variance of ORs by the Breslow-Day test 
(P > 0 .35). CD6 r s l 7824933 ( P = 0.004; 0 R = 1 .1 4 )  and TNFRSFIA 
r s l860545 ( P = 0.001; 0 R =  1.15) w ere significantly associated w ith
Table 1
Clinical characteristics of participants in the study.
Bilbao San Sebastiân Andalucia Madrid
Controls Cases Controls Cases Controls Controls Cases
Participants
Total num ber 567 592 249 250 1276 1021 850 652
Male (%) 176(31) 161 (27) 84 (3 4 ) 95 (38) 38 4 (3 0 ) 312 (30.5) 382 (45) 225(35)
Female (%) 391 (69) 431 (73) 165 (66) 155(62) 859 (67) 709 (69.5) 45 1 (5 3 ) 41 4 (6 3 )
Unknown 0 ( 0 ) 0 (0 ) 0(0) 0 (0 ) 3 3 (3 ) 0 (0 ) 1 7 (2 ) 13 (2 )
Disease course
RR(%) - 405 (68.4) - 166 (66.4) - 808(79 .1) - 516(79 .1)
PR - - - 3 (0.29) - 1 (0.15)
SP 112(19) 54 (21.6) 189 (18S) 44 (6.7)
PP 60(10 .1 ) 5 (2 ) 10 (0 5 7 ) 5 2 (8 )
No details 6 (1 ) 23 (9.2) 1 (0.09) 37 (5.6)
other - 9 (1 .5 ) - 2  (0.8) - 10(0 .97) - 2 ( 0 3 )
Age at Onset
M ea n iS .D . 30.5 ± 1 0 .1 0 3 1 .6 ± 1 0 3 31 .54± 10 .7 28.88 ± 8 5 1
Median 28.8 31.0 31 27
Range - 6.7-65.9 - 12-68 - 13-68 - 3-56
EDSS
Mean 3.08 3.91 2 .9 7 ' NA*
Median 2.35 3.5 3 ' NA*
Std. Deviation 2 2.6 1 .7 ' NA*
Maximum 9.5 10 7 ' NA*
Minimum - 0.5 - 0.5 - 1 ' - NA*
'  Data w ere available for 353 MS patients only. 
N A . data not available.
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Table 2
Association analysis in the individual collections.
SNP Major/ 
m inor allele
Center Cases, total allele count/ 
controls, total allele count
Risk
allele
Cases, risk allele 
c o u n t(%)
Controls, risk allele 
c o u n t(%)
HW P cases/HW 
P controls
Pass OR
(95% a )
CD6 rsl 7824933 C/C Bilbao 1158/1110 C 344 (29.7) 266 (23.9) 0.84/0.24 0.002 1.34(1.11-1.62)
CD6 rsl 7824933 C/C Andalucia 1986/2538 C 547 (27.5) 653 (25.7) 0.20/0.51 0.19 1.09(0.96-1.25)
CD6 rsl 7824933 C/C Madrid 1276/1554 C 355 (27.8) 415 (26.7) 0.55/0.41 0.37 1.08(0.91-1.28)
CD6 rsl7824933 C/C San Sebastiin 470/490 C 131 (27.9) 132 (26.9) 0.75/0.33 0.75 1.05 (0.79-1.39)
IRF8 rs l 7445836 C/A Bilbao 1160/1112 C 997 (85.9) 896 (80.5) 0 .17/3.62E-05
IRF8 rsl7445836 C/A Andalucia 2006/2418 C 1712 (85.3) 2012 (83.8) 0.016/0.75 0.17 1 .1 2 (0 .95 -132)
IRFS rsl7445836 C/A Madrid 1290/1572 C 1103 (85.5) 1308 (83.2) 0.43/0.007
IRF8 rs l 7445836 C/A San Sebastien 486/488 C 394 (81.1) 392 (80.3) 0.84/0.69 0.77 1.05 (0.76-1.44)
TNFRSFIA rs4149584 c/r Bilbao 1142/1098 T 33 (2.9) 23 (2.1) 0.38/0.21 0.20 1.39 (0.80-2.38)
TNFRSFIA rs4149584 C/T Andalucia 1890/2542 T 56 (3.0) 57 (2.2) 0.19/0.47 0.14 1.32 (0.90-1.92)
TNFRSFIA rs4149584 cn Madrid 1280/1006 T 38 (3.0) 25 (2.5) 0.43/0.56 0.48 1.20 (0.70-2.07)
TNFRSFIA rs4149584 cn San Sebastiân 484/488 T 17(3 .5 ) 14 (2.9) 0.57/0.64 0.56 1.23 (0.60-2.53)
TNFRSFIA rsl860545 C/A Bilbao 1138/1120 A 440 (38.7) 380 (33.9) 0.66/0.06 0.019 1.23(1.03-1.46)
TNFRSFIA rsl860545 C/A Andalucia 1852/2506 A 720 (38.9) 904(36 .1) 0.26/0.35 0.059 1.13(1.00-1.28)
TNFRSFIA rsl 860545 C/A Madrid 1274/1086 A 485 (38.1) 382 (35.2) 0.49/0.70 0.15 1 .1 3 (0 .96 -134)
TNFRSFIA rsl 860545 C/A San Sebastiân 488/498 A 203 (41.6) 193 (38.8) 0.23/0.79 0.36 1.13(0.87-1.45)
MS in Spain, while the low-frequency coding SNP in TNFRSFIA 
rs4149584 displayed a non significant stronger effect at OR =  1.27, 
similar to the originally published data in the US/UK replication study 
(0R =  1.58 for rs4149584 vs 0R =  1.2 for rsl800693 in De Jager et al. 
(2009b)). The TNFRSFIA SNPs rs4149584 and rsl860545 were not in 
linkage disequilibrium in the Spanish combined collection (D’ =  0.277; 
r® =  0.004), indicative for the existence of two independent risk effects 
at this locus. IRF8 could not be established beyond doubt as risk locus for 
MS due to the exclusion of the Bilbao and Madrid datasets. However, the 
rsl 7445836 G risk allele at OR =  1.11 is identical to that in De Jager et al. 
(2009b) at OR =1.25 (Table 3).
In conclusion, the present study reinforces a role for CD6 and 
TNFRSFIA as risk loci for MS. The CD6 gene encodes a 100-130 kDa 
glycoprotein, that is expressed on thymocytes, T cells, B cells and also 
in certain regions of the brain ( Bowen et al., 1997 ; Hassan et al., 2006; 
Castro et al., 2007; Arman et al., 2009). A CD6 isoform lacking the third 
scavenger receptor cysteine-rich (SRCR) GDI 66-binding domain via 
skipping of the 5th exon, is highly up-regulated upon activation of T 
lymphocytes but, in contrast with the full-length form, does not 
localize to the immunological synapse (Castro et al., 2007). This 
implies differential roles for CD6 isoforms in processes related to 
antigen presentation and Tcell activation. In addition, the soluble form 
of CD6 is capable of binding to various Gram-positive and -negative 
bacterial strains via recognition of pathogen-associated molecular 
patterns, and it downregulates serum levels of pro-inflammatory 
cytokines including lL-6, IL-ip and TNF-a upon challenge of mice with 
LPS (Sarrias et al., 2007). Thus, while CD6 has not been investigated on 
a functional level in MS, these observations reveal its relevance for
inflammatory reactions involving infectious agents potentially asso­
ciated with a microbial trigger for onset of MS.
The TNF-a pathway has been implicated in inflammation in MS. 
Administration of an anti-TNF-a antibody to MS patients led to a 
transient increase in the number of gadolinium-enhancing lesions as 
well as to overall immune activation (van Oosten et al., 1996). 
Inflammatory demyelinating neuropathies are a rare adverse event 
occurring during anti-TNF-a therapy of rheumatoid arthritis or Crohn's 
disease patients (Fromont et al., 2009). Also, mutations in TNFRSFIA 
have been associated with tumor necrosis factor receptor-1 associated 
periodic syndrome in MS (TRAPS; Kümpfel et al., 2008). Within a group 
of MS patients, the R92Q variant (identical to R121Q) seemed to be 
associated with symptoms typical of TRAPS (reviewed by Kümpfel and 
Hohfeld, 2009). In view of this data, the TNF-a pathway appears to affect 
demyelinating reactions in MS, even if the precise role of TNFRSFIA 
remains obscure for now.
Further analysis will be required to determine the possible 
interaction between these genes in the aetiopathogenesis of MS.
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Table 3
Results from the combined analysis of the Bilbao, Madrid, Andalucia and San Sebastian collections.
Cene SNP Chr Position Risk allele Breslow-Day 
Test P value
Cochran-Mantel-Haenszel 
Test P value
OR (95% Cl) Pu siu k ’ ORusxjk (95% Cl)*
CD6 rsl7824933 11 60517188 C 0.352 0.004 1 .1 4 (1 .0 4 -1 3 4 ) 0.0013 1 .18(1 .07 -130)
IRFS rsl7445836 16 84575164 C 0.702- 0.164- 1.11 (0.96-1.28)- 3 .0 3 x 1 0 ” 1 .2 5 (1 .12 -139)
TNFRSFIA rs4149584 12 6312904 T 0.990 0.062 1.27 (0.99-1.63) 0.0042 1.58(1.15-2.17)
TNFRSFIA rsl860545 12 6317038 A 0.96 0.001 1.15(1.06-1.25) 2 .7 7 x 1 0 ” “ 1 .20(1.10-1.31)“
'  Because o f Hardy Weinberg disequilibrium in the Bilbao and Madrid control groups, the BD and CMH test Rvalues, as well as OR (95% Cl) refer to jo in t analysis of the Andalucia 
and San Sebastian datasets only.
* Data from the replication dataset in De Jager et al. (2009b).
‘ P value and OR (95% Cl) for the C allele of rsl 800693, proxy of rsl 860545.
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A b strac t We described  previously th a t m u ltip le  sclerosis (MS) p a tien ts  w ith oligoclonal IgM 
against myelin lipids (M+) develop  an aggressive d isease . Our aim  w as to  assess possible 
m echanism s regulating  th e  p roduction  of th e se  an tibod ies. We stud ied  B cell subse ts  in 180 
p a tien ts  w ith  MS, and 69 w ith  o th e r  neurological d iseases. M+ MS p a tien ts  show ed a m o d e ra te  
inc rease  of CDS* B-cell p e rce n tag e  in p eriphera l blood and a considerab le augm ent of th e se  cells 
in ce rebrosp inal fluid (CSF) th a t co rre la te d  w ith  in tra th e c a l IgM production . The ap p e a ran ce  of 
CDS* B cells into th e  ce n tra l nervous system  (CNS) w as re la ted  to  inc reased  CXCL13 and TNF- 
alpha levels in CSF. M oreover, th e  p resen ce  of oligoclonal IgM associa ted  w ith a SNP a t  position 
-3 7 6  o f th e  TNF-alpha p rom oter.
T hese resu lts  help to  e lu c id a te  th e  B lym phocytes responsib le  fo r in tra th e ca l IgM secre tion  in MS 
and  th e  origin of th is  abnorm al B-cell response in p a tien ts  w ith aggressive MS.
© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved .
In t r o d u c t io n
M u ltip le  sc le ro sis  (MS) is th e  m ost f r e q u e n t  ch ro n ic  d e m y e ­
lin a tin g  d isea se  o f  th e  c e n tra l  ne rv o u s sy stem  (CNS) an d  a 
m a jo r  c a u se  o f d isab ility  in young a d u lts . It is c o n s id e red  to
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b e  an  au to im m u n e  d is e a se  in  w hich  a c tiv a te d  T  ce lls  e n t e r  
th e  CNS a n d  tr ig g e r  an  in f lam m ato ry  c a sc a d e  th a t  le a d s  to  
r e c ru i tm e n t  o f  o th e r  im m u n e  ce lls . This re s u lts  in d e m y e ­
lin a tio n  a n d  ax o n a l loss. Increasing  e v id e n c e s  show  th a t  B 
c e lls  a n d  a n t ib o d ie s  a r e  r e le v a n t  in MS p a th o g e n e s is . 
H is to p a th o lo g ic a l a n a ly s e s  in d ic a te  th a t  a n t ib o d ie s  ca n  
h av e  a  ro le  in p la q u e  in itia tio n  [1] a n d  in d e m y e lin a tio n  in 
p a t ie n ts  w ith  e s ta b lis h e d  MS [2]. In ad d itio n , t r e a tm e n t  w ith  
r itu x im a b , a  m o n o c lo n a l a n t ib o d y  th a t  in d u c e s  B c e ll 
d e p le tio n , d im in ish es  d is e a se  a c tiv ity  in re lap s in g  re m ittin g  
MS [3].
CSF s tu d ie s  h av e  show n local an tib o d y  p ro d u c tio n  w ith in  
th e  CNS o f  MS p a t ie n ts .  A bout 95% o f th e m  show  o ligoclona l 
IgG a n tib o d ie s  r e s tr i c te d  to  CSF [4 -6 ] , an d  a ro u n d  40% also
1521-6616/S -  see front m atte r ® 2010 Elsevier Inc. All rights reserved, 
doi: 10.101 6 /j.d im .2010.06.007
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show  local o ligoclona l IgM sy n th es is  [7]. C o n s id e ra b le  e f fo r ts  
h av e  b ee n  m a d e  to  id e n tify  th e  ta r g e ts  o f th e s e  a n t ib o d ie s . It 
has  b e e n  re c e n tly  d e s c r ib e d  th a t  o lig o c lo n a l IgG d o es  n o t 
re co g n ize  th e  m a jo r  m yelin  p ro te in s  [8]. A lthough th e ir  
re a c tiv i ty  a g a in s t o th e r  non-m yelin  a n t ig e n s  is u n d e r  s tu d y  
[ 9 -1 1 ] , th e  a n t ig e n s  reco g n ized  by o ligo c lo n a l IgG in MS 
rem a in  la rg e ly  unknow n. C onverse ly , i t  h as  b e e n  show n th a t ,  
in m o s t c a se s , o lig o c lo n a l IgM re c o g n iz e s  m yelin  lip ids 
[12 ,13] an d  c o n d itio n s  an  agg ress iv e  MS c o u rs e  [1 4 -1 7 ] . 
T h e re  a r e  no d ire c t  e v id e n c e s  a b o u t th e  B c e lls  resp o n s ib le  
fo r th is  local IgM p ro d u c tio n  w ith in  th e  CNS. H ow ever, i t  w as  
fo u n d  th a t  i t  a s s o c ia te s  w ith  an  a u g m e n t o f  CD5* B ce lls  in 
CSF [12 ,13 ]. T h e  im m u n e  m ech an ism s  re sp o n s ib le  fo r th e  
p re s e n c e  o f th is  B c e ll s u b se t w ith in  th e  CNS o f MS p a t ie n ts  
hav e  n o t b e e n  e lu c id a te d  y e t .  It h as  b e e n  re p o r te d  th a t  high 
CSF le v e ls  o f  CXCL13, a  c h e m o k in e  in v o lv ed  in B -cell 
r e c ru i tm e n t, c o r r e la te  w ith  h ig h e r B -cell n u m b e r  [18] an d  
im m unog lobu lin  sy n th es is  in th e  CNS o f  MS p a t ie n t s  [19]. T he  
in t ra th e c a l  p ro d u c tio n  o f  th is  c h e m o k in e  c o r re la te s  w ith  
d is e a se  a c tiv i ty , an d  "in v i t r o ” e x p e rim e n ts  h av e  show n th a t  
i t  m ay b e  in d u c ed  by T N F -alpha [18], an  in flam m ato ry  
c y to k in e  th a t  h as  a lso  b e e n  re la te d  w ith  an  agg ress iv e  MS 
co u rse  [20]. It h a s  a lso  b e e n  d e s c r ib e d  th a t  IL-6 is n ec essa ry  
fo r local IgG p ro d u c tio n  in MS [21]. It m ay a lso  b e  r e la te d  to  
in t r a th e c a l  Ig/,*. sy n th es is
On th e  o th e r  h an d , i t  has n o t b e e n  e x p lo re d  y e t  if 
v a r ia tio n s  in th e  b lood  B -cell p ro file  m ay  in f lu e n c e  CSF B-cell 
su b se ts .
T h e  m ain  o b je c t iv e  o f th is  w ork  h ad  b e e n  to  in v e s tig a te  
th e  m ech an ism s  th a t  in d u c e  th e  p ro d u c tio n  o f  o ligoclona l 
IgM r e s p o n s e s  a g a in s t  m y e lin  l ip id s  in  MS. A b e t t e r  
u n d e rs ta n d in g  o f  th e s e  p ro cesse s  w ou ld  p ro v id e  p o te n tia l  
ta rg e ts  fo r m o re  sp ec ific  th e ra p ie s  in p a t ie n ts  w ith  a g g re s ­
s ive  MS.
T able 1 D em ographic, clinic, and  la bo ra to ry  d a ta  of 
m ultip le  sclerosis pa tien ts .
M+ (n=51) M - (n=129) P
Age 33 .64± 0 .89 34.69 ± 0 .67 NS
G ender (M/F) 2 2 /29 3 9 /90 NS
Disease dura tion 2 .12± 0 .36 2 .3 6 ± 0 .3 8 NS
(years)
EDSS score 1.84± 0 .12 1 .19 ± 0 .0 8 <0.0001
Albumin index 4.95  ±0.26 4 .35± 0 .1 NS
IgG index 1.08 ±0.08 0 .96  ± 0 .04 NS
IgM index 0 .258± 0 .028 0.092 ± 0.007 <0.0001
M+ MS, m ultiple sclerosis patien ts showing anti-lipid IgM bands; 
M - MS, m ultiple sclerosis patien ts lacking anti-lipid IgM bands; 
M, m ale; F, fem ale.
la te ra l  sc le ro sis , 2 w ith  fa c ia l p a lsy , 1 w ith  VI c ra n ia l n e rv e  
palsy , 1 w ith  a r te r ia l  a n e u ry sm , 1 w ith  d y s to n ia , 1 w ith  
CADASIL, an d  1 w ith  ep ilep sy . No p a t ie n t  from  OIND o r  NIND 
g roups show ed  IgG o r IgM o ligo c lo n a l b a n d s  re s tr ic te d  to  CSF. 
DNA from  a  to t a l  o f  610 e th n ic a l ly  m a tc h e d  h e a lth y  c o n tro ls  
r e c ru i te d  from  th e  M adrid a r e a  w as  u se d  fo r com p ariso n  
p u rp o ses  in th e  g e n e tic  s tu d ie s .
S am ples
CSF a n d  b lood  w e re  o b ta in e d  fo r  d ia g n o s tic  p u rp o ses . F resh  
CSF s a m p le s  ( 4 - 6  mL) w e re  c e n tr i f u g e d  a t  5 0 0 x g  fo r  
15 m in u te s  a n d  th e  c e llu la r  p e l le t  p ro c e s s e d , as  d e s c r ib e d  
b elow . T h en , CSF a n d  se ru m  w e re  a l iq u o te d  an d  s to re d  a t  
- 4 0  °C u n til q u a n t i ta t iv e  a n d  o lig o c lo n a l b an d  s tu d ie s  w e re  
p e rfo rm e d .
M e th o d s
P a tie n ts
This s tu d y  w as a p p ro v e d  by  th e  e th ic a l c o m m it te e  o f  H ospital 
Ram on y C a ja l. W ritte n  in fo rm ed  c o n s e n t w a s  o b ta in e d  from  
all p a t ie n ts  b e fo re  e n t ry  in to  th e  s tu d y . No p a t ie n t  re ce iv ed  
im m u n o m o d u la to ry  o r  im m u n o su p p ressiv e  t r e a tm e n t  sin ce  
a t  le a s t  6 m o n th s  b e fo re  s am p le  c o lle c tio n .
T h e  c e llu la r  a n d  c y to k in e  s tu d ie s  w e re  p e r fo rm e d  in th r e e  
g ro u p s  of p a t ie n ts .  T h e  f irs t o n e  in c lu d ed  180 u n tr e a te d  
p a t ie n t s  w ith  r e la p s in g - r e m i t t in g  MS (RRMS) d ia g n o se d  
ac co rd in g  to  M cD onald c r i te r ia  [22]. F ifty -o n e  o f th e m  
sh o w ed  o ligoclona l IgM b an d s  ag a in s t m yelin  lip ids (OCMB) 
re s tr ic te d  to  CSF (M-t- g ro u p ), a n d  th e  rem a in in g  129 lack ed  
th e s e  a n t ib o d ie s  (M - g ro u p ). C lin ica l, d e m o g ra p h ic , an d  CSF 
d a t a  o f  th e s e  p a t ie n ts  a r e  show n in T a b le  1. T he  seco n d  
g ro u p  in c lu d ed  28 p a t ie n ts  w ith  o th e r  in f la m m a to ry  n e u ­
ro log ica l d ise a se s  (OIND): 9 w ith  o p tic  n e u ri tis , 8 w ith  
tra n sv e rs e  m y e litis , 3 w ith  T o lo sa-H un t d is e a se , 2 w ith  
va scu litis , 2 w ith  M iller-F isher sy n d ro m e , 2 w ith  S jogren  
sy n d ro m e , 1 w ith  B eh ç e t d ise a se , an d  1 w ith  sy stem ic  lupus 
e r i th e m a to s u s . T h e  la s t  o n e  co m p rised  41 p a t ie n t s  w ith  non 
in f la m m a to ry  n eu ro lo g ica l d ise a se s  (NIND): 14 w ith  s tro k e , 
11 w ith  n o n sp ec if ic  h e a d a c h e , 4  w ith  n o rm a l p re s su re  
h y d ro cep h a lu s , 3 w ith  m y a sth en ia  g rav is, 2 w ith  am y o tro p h ic
O ligoclonal b a n d  d e te c tio n
O ligoc lonal b an d s  w e re  an a ly z e d  by  is o e le c tr ic  focusing  (lEF) 
an d  im m u n o b lo ttin g , as  p rev io u sly  d e s c r ib e d  [1 2 ,2 3 ,2 4 ].
IgM, IgG, an d  a lbum in  q u a n tif ic a tio n
Serum  an d  CSF IgM, IgG, a n d  a lbum in  w e re  q u a n tif ie d  by 
n e p h e lo m e try  in  a  S iem ens n e p h e lo m e te r . IgG a n d  IgM indexes  
w e re  c a lc u la te d  as  previously  d e sc r ib e d  [25 ,26 ]. It has b ee n  
d e f in ed  th a t  IgG an d  IgM in d e x es  h ig h e r th a n  0 .7 7  a n d  0.1 
r e f le c t  in t r a th e c a l IgG an d  IgM sy n th esis , re sp ec tiv e ly .
C y tok ine  q u a n tif ic a tio n
All c y to k in es  w e re  q u a n tif ie d  by  ELISA fo llow ing  m a n u fa c ­
tu r e r  in s tru c tio n s . All ELISA k its  w e re  fro m  R6tD D iagnostics.
L abeling  o f  c e lls  a n d  flow  c y to m e try
T he  fo llow ing  m o noc lonal a n t ib o d ie s  w e re  u sed : c o n tro l 
m ouse  iso ty p e s  IgG I-PE, lgG 1-PerC P-C y5.5 , IgGI-APC, an ti-  
CD19 P erC P -C y 5 .5 , an ti-C D 38-A P C , a n d  anti-C D 45-FIT C  
w e re  fro m  BD B iosciences; a n t i-  CD5-PE w a s  from  B eckm an 
C o u lte r .
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F igu re  1 R epresen tative do t plots showing gating s tra tegy  to  
se lec t lym phocytes for analysis. Peripheral blood (A and B) and CSF 
(C and D) lym phocytes w ere  identified on a do t blot display with 
side s c a t te r  (SSC) and CD45-FITC. A g a te  (PI ) was se t around CD45* 
bright cells w ith  low s ide sc a tte r  (A, C). A second region (P2) was 
then  s e t  on th e  forw ard (FSC)/side sc a tte r  do t p lo t (B, D) to  se lec t 
a lym phocyte population free  of debris and apop to tic  cells.
CSF ce lls  w e re  w ash ed , re su sp e n d e d  in 100 o f PBS, 
d iv id ed  in tw o  id e n tic a l a liq u o ts , an d  la b e le d  w ith  o p tim a l 
c o n c e n tr a t io n s  o f  anti-C D 45-FITC , a n d  is o ty p e  c o n tro ls  
c o n ju g a te d  w ith  PE, PerCP, a n d  APC o r  w ith  anti-CD 45- 
FITC, anti-C D 5-PE , anti-C D 19 P erC P-C y5.5 , a n d  anti-CD 38- 
APC fo r 30 m in u te s  a t  4  °C.
F ifty  m ic ro lite rs  o f  o f  w h o le  p e r ip h e ra l b lood  sam p les  w as 
la b e le d  w ith  a p p ro p r ia te  v o lum es o f th e  sa m e  m o noc lonal 
a n t ib o d ie s  u sed  fo r  CSF ce ll s ta in in g  d u ring  20 m in u te s  a t  
ro o m  t e m p e r a t u r e .  T h e n , e r y th ro c y te s  w e re  ly se d  by 
in c u b a tio n  in 2 m l  o f lysis so lu tion  (BD B iosciences) fo r 
10 m in u te s  a t  room  te m p e ra tu re .
In b o th  c a se s , c e lls  w e re  w ash ed  tw ic e  w ith  PBS, 0.02% 
NaN] a t  4  °C a n d  a n a ly z e d  on a  s ta n d a rd  FACSCanto
NS
185! 5 -
MS M- OIND NIND
B
20-1
p = 0 .0 0 1
MS M+ M OIND NIND
F igu re  3 B-cell subpopulations in peripheral blood of patien ts 
w ith  m ultip le sclerosis and o th e r neurological diseases. We 
analyzed CDS (A) and CD5* (B) B-cell subsets p resen t in to tal 
m ultiple sclerosis patien ts  (MS), MS patien ts  showing local synthesis 
of anti-m yelin lipid oligoclonal IgM v/ithin th e  CNS (M+), MS patien ts 
lacking the se  antibodies (M -), patien ts  w ith o the r inflamm atory 
neurological diseases (OIND), and vrith noninflam m atory neurolog­
ical diseases (NIND). Values w ere  expressed as th e  percentages of 
to ta l lym phocytes. We did not find differences in th e  CD5 subset 
be tw een  th e  d ifferen t groups. Conversely, M+ patien ts  showed 
significantly higher percentages of CD5^ B cells than  M -, OIND, and 
NIND groups.
in s tru m e n t (B eck ton  D ickinson). An in itia l reg ion  w as s e t 
a ro u n d  ce lls  ex p ress in g  in te r m e d ia te  to  high CD45 w ith  low  
to  in te rm e d ia te  s id e  s c a t t e r  (PI ) a n d  th e n  a  seco n d  region  
w as  s e t  on th e  fo rw a rd /s id e  s c a t t e r  d o t  p lo t to  e x c lu d e  
d e b r is  o r  a p o p to tic  ce lls  (P2) (Fig. 1). O nly ce lls  in c lu d ed  in
M+ MS M- MS OIND NIND
8 "o-
237%
3.58%
.05%
”o -
0.23%
CD19 PerCP-Cy5-5
F igu re  2 R ep resen ta tive  exam ples of CD19, CD5 tw o-color do t plots o f CSF CD45* lym phocytes. M+ MS: M ultiple sclerosis p a tien t 
showing CSF anti-lip id  IgM oligoclonal bands re s tr ic ted  to  CSF. M-MS: M ultiple sclerosis p a tien t lacking th e se  an tibod ies. OIND: P a tien t 
w ith  o th e r  inflam m atory  neurological d isease . P a tien t w ith  o th e r  noninflam m atory  neurological d isease .
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PI a n d  P2 reg io n s  w e re  a c c e p te d  fo r ana ly sis . A m in im um  of 
500 e v e n ts  w e re  c o l le c te d  fo r ana ly sis  o f  a n tig e n  s ta in in g  in 
CSF, w h e re a s  10 ,000  ce lls  w e re  re c o rd e d  fo r p e r ip h e ra l 
b lo o d  s tu d ie s . T h e  cu rso r  w as s e t  so th a t  le ss  th a n  1 % o f  th e  
c e lls  in e a c h  s am p le  s ta in e d  po sitiv e ly  w ith  th e  iso ty p e  
c o n tro l a n t ib o d ie s . T he p e rc e n ta g e  o f ce lls  t h a t  s ta in e d  
po sitiv e ly  w as re c o rd e d  fo r e a c h  sam p le . R e p re se n ta tiv e  
e x a m p le s  o f th e  CDIS'^, 5*^  CSF d o t  p lo ts  o f o u r fo u r g ro u p s  o f 
p a t ie n ts  a re  show n in Fig. 2.
G eno typ ing  s tu d y
DNA is o la tio n  fro m  b lo o d  s a m p le s  w as  p e r fo rm e d  as  
p rev iously  d e sc r ib e d  [27]. G eno typ ing  of th e  SNPs w as 
c a rr ie d  o u t w ith  p re d es ig n ed  TaqM an A ssays from  A pplied  
B iosystem s using 384 -w ell p la te s  in a  7900HT F ast Real- 
T im e PCR sy stem , u n d e r  th e  co n d itio n s  rec o m m e n d e d  by 
th e  m a n u fa c tu re r  (A pplied B iosystem s, F o s te r  C ity , CA, 
USA). G eno typ ing  ca ll r a t e  su ccess  w as  o v e r 96% in MS ca se s  
a n d  co n tro ls  fo r ev e ry  te s t e d  po lym orph ism . G eno typ ing  o f 
t h e  MS sam p les  w as b lin d ed  to  th e  IgM s ta tu s  o f  th e  
p a t ie n ts .
S ta tis tic s
R esu lts  w e re  an a ly zed  w ith  Prism  4 .0  s ta t is tic a l p a c k a g e . W e 
u sed  M an n -W h itn ey  U t e s t  fo r c o m p ariso n s  b e tw e e n  g ro u p s. 
P  v a lu es  lo w er th a n  0 .0 5  w e re  c o n s id e re d  as  s ig n ifican t. 
H ap lo typ ic  f re q u e n c ie s  w e re  e s t im a te d  v d th  th e  E x p ec ta - 
tio n -M a x im iza tio n  a lg o rith m  im p le m e n te d  in  th e  H aploview  
v .6 .0  so f tw a re .
Results
W e f ir s t  s tu d ie d  C D 5' a n d  CD5* B c e ll (CD19*) s u b p o p u la tio n s  
in p e r ip h e ra l b lood  ly m p h o cy te s  (CD45* ce lls ) o f o u r  fo u r 
groups o f p a t ie n ts  (M+ a n d  M - RRMS, OIND, an d  NIND). W e d id  
n o t find  s ig n ifican t d if fe re n c e s  in  th e  CD19* C D 5' s u b se t 
(Fig. 3A). C o n v e rse ly , M+ MS p a t ie n t s  sh o w e d  h ig h e r  
p e rc e n ta g e s  of CDS' B ce lls  th a n  OIND an d  NIND g roups 
(P = 0.001 w h en  a n a ly zed  by a  K ruska l-W allis  t e s t ,  P < 0 .0 5  
a n d  < 0.01  w hen  c o m p a re d  w ith  OIND an d  NIND g ro u p s , 
re sp e c tiv e ly , by a  D unns p o s t hoc  t e s t )  (Fig. 3B).
W e n e x t an a ly zed  CSF B ly m p h o cy te  s u b p o p u la tio n s . T hey  
w e re  c a lc u la te d  as  th e  p e rc e n ta g e  o f to ta l  CSF ly m p h o cy te s
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F igure  4  B-cell subpopulations and in tra th e ca l IgG and IgM quan tification  in ce rebrosp inal fluid (CSF) of p a tien ts  w ith  m ultip le  
sclerosis and o th e r  neurological d iseases. We stud ied  CD5 (A) and CDS' (B) B-cell subsets (expressed  as th e  p ercen tag es  of to ta l  
lym phocytes) and IgG (C) and IgM (D) indexes in to ta l  m ultip le  sclerosis p a tien ts  (MS), MS p a tien ts  showing in tra th e c a l synthesis of 
oligoclonal IgM an ti-m yelin  lipids (M+), MS p a tien ts  lacking th e se  an tibod ies in CSF (M -), p a tie n ts  w ith  o th e r  inflam m atory  
neurological diseases (OIND), and w ith  noninflam m atory  neurological d iseases (NIND). M+ and M - MS p a tien ts  show ed increased  values 
o f CDS B cells and IgG index (Gl) than  ONID and NIND groups. In addition , M+ MS p a tien ts  show ed an  augm en t of CDS' B ce lls  and of IgM 
index (Ml) com pared  to  M -, ONID, and  NIND groups.
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(CD45^ ce lls ) . B oth M+ an d  M - MS p a t ie n ts  show ed  h ighe r 
p e rc e n ta g e s  o f  CSF CD19*, 5“ c e lls  th a n  OIND an d  NIND 
p a t ie n t s  (P < 0 .0001  in  a  K ruska l-W allis  t e s t ,  P < 0 .001  in  b o th  
c a se s  w hen  co m p a re d  by  a  D unns t e s t )  (Fig. 4A). In ad d itio n , 
M+ p a t ie n t s  a lso  show ed  s lig h tly  h ig h e r  v a lu es  o f  th e s e  ce lls  
th a n  M - g roup  (P < 0 .0 5  in  a  D unns te s t ) .
M+ p a t ie n ts  a lso  sh o w ed  co n s id e ra b ly  h ig h e r CSF CD19*, 
5* c e ll p e rc e n ta g e s  th a n  M -, OIND, a n d  NIND o n es  (P < 0 .0001  
in a  K ruska l-W allis  te s t ,  P < 0 .0 0 1  in a ll c a se s  w hen  c o m p ared  
by a  D unns te s t ;  Fig. 48 ).
W e th e n  a n a ly z e d  IgG a n d  IgM in d e x e s  to  q u a n tify  
in t ra th e c a l  im m unoglobu lin  sy n th e s is  in o u r p a t ie n ts . IgG 
in d e x  w as in c re a s e d  in b o th  M+ a n d  M - MS groups (P <0 .0001  
in a  K ruska l-W allis  t e s t ,  P < 0 .0 0 1  in  b o th  c a se s  w h en  
c o m p a re d  w ith  OIND a n d  NIND g ro u p s  by a D unns te s t ;
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F ig u re  5 R ela tionsh ip  b e tw e e n  CSF CD5* B-cell su b se t 
(exp ressed  as th e  p e rc e n ta g e s  of to ta l  lym phocytes) and 
in t ra th e c a l  IgG an d  IgM p ro d u c tio n . (A) We s tu d ie d  th e  
p e rcen tag es  of CDS* B cells  in ce reb rosp inal fluid of p a tien ts  
classified  according to  th e ir  in tra th e c a l IgG and  IgM production 
ca lcu la ted  by IgM (Ml) and  IgG (Gl) indexes, respectively . 
P a tien ts  w ith Ml higher th a n  0.1 ( in tra th ec a l IgM synthesis) 
show ed increased  p erce n tag e s  of CDS* B cells . Those w ith  Gl 
h igher than  0 .77  ( in tra th ec a l IgG synthesis) did no t ex pe rience  
an augm en t of th is  B-cell su b se t. (B) W e divided our p a tien ts  in 
th re e  groups according  to  th e  CSF CDS* B-cell pe rcen tag es. The 
firs t one  (n = 49) included  th o se  w ith  less than  0.1% o f th e se  cells, 
th e  second (n=9S) those  w ith  0.1% -0.6% , and th e  th ird  (n=10S) 
p a tien ts  w ith m ore than  0.6% of CSF CDS* B cells. Higher 
p e rce n tag e s  of CDS* B cells  a sso c ia ted  w ith an  inc reased  IgM 
index.
Fig. 4C). In c o n tra s t ,  IgM in d ex  w as on ly  e le v a te d  in M+ MS 
p a t ie n ts  (P < 0 .0001  in a  K ruska l-W allis  t e s t ,  P < 0 .0 0 1  w hen  
c o m p a re d  w ith  th e  o th e r  th r e e  g roups by  a  D unns te s t ;  
Fig. 4D). F u r th e rm o re , w e  o b se rv ed  th a t  th e  IgM index  
c lo se ly  c o r re la te d  w ith  CSF p e rc e n ta g e s  of CDS* B ce lls  
(P < 0 .0 0 1 ; Figs. 5A a n d  B). C on v erse ly , IgG in d e x  w as 
in d e p e n d e n t o f CDS* B -cell co u n ts  (Fig. SA). T h e se  d a ta  
show  th a t  th is  ce ll s u b se t is re sp o n s ib le  fo r m o s t in t r a th e c a l  
IgM p ro d u c tio n  a n d  d o e s  n o t s eem  to  b e  re la te d  to  local IgG 
sy n th es is  in  MS.
S ince o n e  o f  th e  m ain  fu n c tio n s  o f  CDS* B lym p h o cy te s  is 
to  fav o r B -cell m a tu ra t io n , w e  n e x t e x p lo re d  th e  p e rc e n ta g e  
o f  p la sm a b la s ts  (CD19*38** ce lls) in p e r ip h e ra l b lood  and  CSF 
o f  33 M+ a n d  69 M - p a t ie n t s  (Fig. 6A). W e o b se rv e d  s im ila r 
p e rc e n ta g e s  o f  p la sm a b la s ts  in p e r ip h e ra l b lood  o f  b o th  
g roups o f p a t ie n ts . C onverse ly , M-t- p a t ie n ts  show ed  h ig h e r 
p e rc e n ta g e s  o f p la sm a b la s ts  in CSF (P < 0 .0 0 0 1 ) . R e p re sen ­
ta t iv e  d o t b lo ts  o f  th e  p la sm a b la s ts  p re s e n t  in CSF o f M - and  
M-i- MS p a t ie n ts  a re  show n (Fig. 6B). T h e se  d a ta  show  th a t  th e  
p re s e n c e  o f  a n ti- lip id  IgM b an d s  in CSF a ss o c ia te  w ith  h ighe r 
B -cell m a tu ra t io n  vWthin th e  CNS in MS.
W e n e x t e x p lo re d  th e  p o ssib le  m ech an ism s  re sp o n s ib le  fo r 
th e  p re s e n c e  o f CDS* B ce lls  in CSF o f o u r p a t ie n ts . W e 
s tu d ie d  CSF v a lu es  o f  IL-S, a  c y to k in e  invo lved  in CDS* B-cell 
m a tu ra t io n  [28], lL-6, a  c y to k in e  invo lved  in IgG s e c re t io n  in 
MS [21], an d  CXCL13, a  c h e m o k in e  invo lv ed  in B -cell
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F igu re  6 T he p resen ce  o f oligoclonal IgM an tibod ies against 
m yelin lipids associa te  w ith  B-cell m atu ra tion  w ithin th e  c e n tra l 
nervous system . (A) M ultiple sclerosis p a tien ts  showing in tra ­
th e ca l synthesis of oligoclonal IgM against m yelin lipids (M+) 
show higher p e rce n tag e  o f p lasm ablasts  (CD19*, 38** cells) in 
ce rebrosp inal fluid (CSF) than  th o se  p a tien ts  lacking th e se  
an tibod ies (M -). This w as no t ap p rec ia ted  in periphera l blood. 
(B) R ep re sen ta tive  d o t b lo ts o f th e  CD19*, 38** subpopulations in 
CSF of M-t^  and M - MS p a tien ts .
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m ig ra tio n  a n d  m a tu ra t io n  in th e  CNS o f MS p a t ie n t s  [18]. T he 
s tu d y  w as d o n e  in 37 M+ an d  82 M - MS p a t ie n ts ,  13 w ith  OIND, 
an d  15 w ith  NIND. W e cou ld  n o t d e t e c t  IL-5 in o u r  CSF 
sam p les  an d  d id  n o t find  d if fe re n c e s  in IL-6 le v e ls  w ith in  th e  
fo u r g roups (M+ = 2 .4 2 ± 0 .2 9  p g /m L , M -= 2 .4 3 ± 0 .1 8  pg /m L , 
OIND = 2 .4 6 ± 0 .5 4 ,  NIND = 2 .2 7 ± 0 .3 6 ,  NS; v a l u e s  a r e  
e x p re s se d  as  m ean  + s ta n d a rd  e r ro r ) .  By c o n t r a s t ,  w e  found  
d if fe re n c e s  in CXCL13 v a lu es  (P = 0 .0 0 0 5  in a  K ruska l-W allis  
t e s t ) .  M+ MS p a t ie n ts  show ed  h ig h e r lev e ls  o f  th is  c h e m o k in e  
(31.31 ± 8 .1 0  pg /m L ) th a n  OIND (1 .25  + 1 .0 4 , P < 0 .0 5  in a  
Dunn p o s t hoc te s t )  a n d  NIND (1 .5 9 ±  1 .52 , P < 0 .0 1  in a  Dunns 
p o s t hoc te s t )  g roups . M - MS p a t ie n ts  a lso  sh o w ed  low er 
v a lu es  o f CXCL13 (1 3 .3 0 ± 3 .0 2 )  th a n  M+ g ro u p  a lth o u g h  
d if fe re n c e s  d id  n o t re a c h  s ta t is t ic a l  s ig n ifican ce .
Since CXCL13 levels a re  re la te d  to  MS ac tiv ity  [19], w e  n ex t 
ana lyzed  sep a ra te ly  CXCL13 values in CSF of M+ and  M - p a tien ts  
in re lap se  o r  in rem ission. Sam ples w e re  o b ta in ed  during a  MS 
a t ta c k  in 19M+ and  32 M - MS p a tien ts  and  in rem ission in 18M+ 
and  5 0 M -M S individuals. M+ p a tie n ts  in re lap se  show ed  h igher 
CXCL13 values in CSF (44.72 ± 12 .60  pg/m L) th a n  M+ group in 
rem ission (16.30±  10.28 pg/m L, P = 0 .014 ) o r M - p a tien ts  in 
e i th e r  re la p se  (1 7 .4 9 ± 7 .0 7  pg /m L , P = 0 .0 1 6 ) o r  rem ission  
(11 .40± 2 .62  pg/m L, P = 0 .003 ; Fig. 7A).
To in v e s tig a te  th e  orig in  o f th e  high CXCL13 p ro d u c tio n , 
w e  s tu d ie d  th e  CSF lev e ls  o f T N F -alpha , a n  in f lam m ato ry  
cy to k in e  th a t  in d u c es  in  v itro  CXCL13 p ro d u c tio n  [18]. In
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F igure 7 CXCL13 (A) and TNF-alpha (B) levels in ce reb rosp inal 
fluid (CSF) of m ultip le  sclerosis p a tien ts  showing (M+) and 
lacking (M-) IgM an tibod ies an ti-m yelin  lipids classified  acco rd ­
ing to  d isease ac tiv ity  a t  lum bar p unctu re . M+ p a tie n ts  in a 
re lapse  (M+ rel) show ed higher values o f CXCL13 and  TNF-alpha 
th a n  M+ p a tien ts  in rem ission (M+ rem ), and  M - p a tie n ts  e ith e r  in 
a  re lapse  or in rem ission (M- rel or M - rem ).
p a ra lle l w ith  CXCL13 re su lts , T N F -alpha le v e ls  in CSF w e re  
h ig h e r in M+ p a t ie n ts  du rin g  re la p se s  (0 .3 4 ± 0 .0 4  pg /m L ) 
th a n  in rem ission  ( 0 .1 8 ± 0 .0 4 p g /m L , P = 0 .0 1 1 )  th a n  in  M - 
p a t ie n ts  e i th e r  in re la p s e  (0 .1 8 ± 0 .0 4  p g /m L , P = 0 .0 1 5 )  o r in 
rem ission  (0 .1 9 ± 0 .0 3 . P = 0 .0 0 9 ; Fig. 7B).
F inally , w e  ex p lo re d  if th e  o v e rp ro d u c tio n  o f TN F -alpha 
show n by M+ p a t ie n t s  co u ld  b e  r e la te d  to  fo u r  sin g le  
n u c le o tid e  po lym orph ism s (SNPs) e x te n s iv e ly  s tu d ie d  in 
d i f f e re n t  d is e a se s . T h e se  p o ly m o rp h ism s  w e r e  in i t ia lly  
g en o ty p e d  in a  g ro u p  o f  MS p a t ie n ts  (29 M +/ 59 M -) an d  
tw o  o f th e m , a t  positio n s  -2 3 8  a n d  - 3 7 6  r e la t iv e  to  th e  
tra n sc rip tio n  s ta r t  s i te ,  y ie ld e d  a  s ig n if ican t d if f e re n c e  in 
th e ir  a lle lic  f re q u e n c ie s  b e tw e e n  M+ an d  M - p a t ie n ts  (TNF- 
238: 21% vs. 4%, P = 0 .0 0 0 2  a n d  TN F-376: 19% vs. 3%, 
P = 0 .0 0 0 6 ) . C o n c o rd a n t r e s u l t s  w e re  r e p l ic a t e d  in  an  
in d e p e n d e n t c o h o r t (TNF-238: 17% vs. 4% an d  TN F-376: 13% 
vs. 0%), an d  as show n in T a b le  2 , th e  o v e ra ll ana ly sis  
ev id e n c e d  h ighly s ig n ifican t d if fe re n c e s  b e tw e e n  b o th  MS 
p a t ie n t  g roups fo r th e s e  tw o  SNPs.
In te re s tin g ly , th e  a lle lic  d is tr ib u tio n  fo r  th e  s tu d ie d  
po lym orph ism s in h e a lth y  co n tro ls  w as  s im ila r  to  th a t  o n e  
p re s e n t in  M - p a t ie n ts , w h ile  i t  s ig n ifican tly  d e p a r te d  from  
th e  f re q u e n c ie s  o b se rv ed  in M+ s u b je c ts  (T ab le  2). T he  m inor 
a lle le s  o f p ro m o te r  po lym orph ism s a t  -3 7 6  a n d  -2 3 8  w e re  
a s so c ia te d  w ith  a 3 .9 7 -fo ld  an d  a  2 .5 4 -fo ld  in c re a s e d  risk fo r 
MS p a t ie n t s  w ith  t h e  M+ p h e n o ty p e .  In p a r a l le l ,  th e  
f re q u e n c y  o f  c a rr ie rs  o f  th e  m ino r a l le le  o f  TNF-376 w as 
s ig n if ic a n tly  h ig h e r  th a n  th a t  o n e  p r e s e n t  in c o n tro ls  
(P = 0 .0 1 2 , O R = 3.23 ; T a b le  2). T he  e f f e c t  o b se rv e d  fo r TNF- 
238 w ould  d e r iv e , m o s t p ro b ab ly , from  th e  p a r t ia l  lin k ag e  
d iseq u ilib riu m  b e tw e e n  b o th  m a rk e rs  (r^ = 0 .4 5 ) .
T h e se  re s u lts  show  th a t  TNF-376 s tro n g ly  a s s o c ia te s  w ith  
th e  p ro b ab ility  o f having  in t ra th e c a l  IgM sy n th es is , in c re a s ­
ing th e  risk n e a r  4 -fo ld .
Discussion
W e d e s c r ib e d  th a t  p a t ie n ts  w ith  CNS sy n th es is  o f  o ligoclona l 
IgM a g a in s t m yelin  lip ids d e v e lo p  an  ag g re ss iv e  RRMS [12 ,13 ]. 
This p o o r o u tc o m e  m ay b e  m o d e ra te ly  im p ro v ed  if e a rly  
im m u n o m o d u la to ry  t r e a tm e n t  is a d m in is te re d  [29]. H ow ev­
e r ,  m o re  re se a rc h  on th e  m ech an ism s  th a t  o r c h e s t ra te  th e  
a u to in m u n e  re sp o n se  in MS se e m s  n e c e ss a ry  t o  d e t e c t  
a d d itio n a l p h arm aco lo g ic  ta r g e ts  p rov id ing  m o re  e f fe c t iv e  
tr e a tm e n ts  in th e s e  p a t ie n ts .
OCMB a n tib o d ie s  a re  a s so c ia te d  w ith  an  in c re a s e  o f  CSF 
CDS* B lym p h o cy te s  in MS [1 2 ,1 3 ]. W e h e re in  ex p lo re d  th e  
c o r re la tio n  b e tw e e n  th e  CSF p e rc e n ta g e  o f  th is  B -cell s u b se t 
an d  in t ra th e c a l  IgG an d  IgM p ro d u c tio n  re f le c te d  by th e  
re s p e c t iv e  in d e x es . CDS* B c e ll p e rc e n ta g e s  d id  n o t r e la te  to  
IgG in d e x . C onversely , w e  found  a  c lo se  c o rre la tio n  b e tw e e n  
th e  p e rc e n ta g e  o f th e s e  B ce lls  in CSF a n d  IgM in d e x , w hich  
in d ic a te s  t h a t  CDS* B ce lls  a re  invo lved  in  in t r a th e c a l  IgM 
p ro d u c tio n .
IgM s e c re te d  by CDS* ce lls  m ay  c o n tr ib u te  su b s ta n tia lly  to  
B -cell a c tiv a t io n . T h e se  a n t ib o d ie s  a r e  an  im p o r ta n t link 
b e tw e e n  in n a te  a n d  a d a p ta t iv e  hu m o ra l im m u n e  re sp o n ses  
by tr ig g e r in g  d iffe re n tia tio n  o f B ce lls  [3 0 ,3 1 ]. It has b ee n  
show n  th a t  th e  m a jo r i ty  o f  CSF B c e l ls  a r e  a n t ig e n -  
e x p e rie n c e d  m em o ry  B ce lls  an d  sh o rt- liv e d  p la sm a  b la s ts , 
a  fu r th e r  s te p  in B-cell a c tiv a t io n , r e la te d  to  a  high d is e a se
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T ab le  2  G enotypic and  allelic frequenc ies  of th e  TNF-alpha p ro m o te r polym orphism s.
M+MS
n(% )
M -M S
n(% )
M+ vs. M 
P
Controls
n(% )
M+ MS vs. con tro ls  
P/OR (95% Cl)
TNF-857 CC 37 (86) 53 (77) 0.23 456 (77) 0 .1 6 /0 .5 4  (0 .1 8 -1 .3 3 )
TNF-857 CT 5 (1 2 ) 14 (20) 126 (21)
TNF-857 TT 1 (2) 2 (3 ) 11 (2)
TNF-857 T 7 (8 ) 18 (13 ) 0.26 148(12 ) 0 .2 3 /0 .6 2  (0 .2 4 -1 .3 8 )
TNF-857 C 79 ( 92) 120 (87) 1038 (88)
TNF-376 GG 33 (75) 6 6 (9 6 ) 0.0044 = 543 (91) 0 .012= /3 .23  (1 .39 -6 .99 )
TNF-376 GA 7 (8 ) 3 (4 ) 53 (9)
TNF-376 AA 4 (9 ) 0 (0 ) 3 (1 )
TNF-376 A 15 (17) 3 (2 ) 0.0002 = 5 9 (5 ) 9 .6 x 1 0  *= /3 .97  (2 .0 5 -7 .6 )
TNF-376 G 73 (83) 135 (98) 1139 (95)
TNF-308 GG 38 (86) 6 0 (8 2 ) 0.55 477 (79) 0 .2 2 /0 .5 8  (0 .2 0 -1 .4 2 )
TNF-308 GA 6 (1 4 ) 13 (18 ) 120 (20)
TNF-308 AA 0 (0 ) 0 (0 ) 1 0 (2 )
TNF-308 A 6 ( 7 ) 1 3 (9 ) 0 .57 141 (12) 0 .5 6 /0 .2 0 -1 .3 0 )
TNF-308 G 82 (93) 133 (91) 1075 (88)
TNF-238 GG 31 (70) 6 6 (9 3 ) 0.0048 = 507 (84) 0 .076= /2 .21  (1 .0 2 -4 .5 4 )
TNF-238 GA 9 (2 0 ) 5 (7 ) 8 8 (1 5 )
TNF-238 AA 4 (9 ) 0 (0 ) 8 (1 )
TNF-238 A 17 (19) 5 (4 ) 0.0003 = 104 (9 ) 0.0034 = /2 .54  (1 .38 -4 .61 )
TNF-238 G 71 (81) 137 (96) 1102(91)
M+ MS, multiple sclerosis patien ts showing oligoclonal IgM bands restricted  
sclerosis patien ts lacking oligoclonal IgM bands in CSF; n, number of cases 
® P values a f te r  Bonferroni's correction.
to  cerebrospinal fluid cerebrospinal fluid; M- MS, m ultiple 
studied.
a c tiv i ty  in MS [32]. W e in v e s t ig a te d  th e  re la tio n sh ip  b e tw e e n  
th e  a p p e a ra n c e  o f a n ti- lip id  IgM b an d s  an d  p la sm a b la s ts  and  
found  th a t  M+ MS p a t ie n ts  show  a  s ig n ifican t in c re a s e  o f 
th e s e  ce lls  in CSF. T h e se  d a ta  show  th a t  IgM s e c re te d  by CSF 
CD5* ce lls  m ay  c o n tr ib u te  su b s ta n tia lly  to  B-cell d if f e re n t i­
a tio n  w ith in  th e  c e n tr a l  n e rvous sy stem .
T h e  m echan ism s resp o n sib le  fo r th e  a p p e a ra n c e  o f CD5* B 
lym phocy tes  in th e  CSF w e re  still unknow n. W e s tu d ie d  th e  
p e r ip h e ra l blood B -cell subpo p u la tio n s . M+ MS p a t ie n ts  also  
show ed  in c rea sed  b lood p e rc e n ta g e s  o f CD5* B ce lls , a lth o u g h  
to  a  le sse r  e x te n t  th a n  in CSF. W e n e x t ex p lo red  if CSF levels  of 
IL-5, a  cy to k in e  im p lied  in CD5* B-cell d iffe re n tia tio n  [27] o r IL- 
6 , a  cy tok ine  r e la te d  to  in tra th e c a l IgG p rod u c tio n  [21], could 
b e  involved in th e  d iffe re n c e s  found  b e tw e e n  blood an d  CSF B- 
ce ll su b se ts . W e cou ld  n o t d e t e c t  IL-5 an d  found sim ilar levels  
o f IL-6 in th e  CSF of th e  d if fe re n t g roups o f p a t ie n ts  assessed . 
T h e re fo re , i t  seem s unlikely  th a t  th e s e  cy to k in es  d ire c tly  
in flu en ce  th e  CSF in c re a se  o f CD5* B lym phocy tes  show n by M+ 
p a t ie n ts . W e a lso  s tu d ie d  CXCL13, a  chem o k in e  involved in  B 
lym p h o cy te  m ig ra tion  in to  CSF an d  r e la te d  to  B ce ll d if fe re n ­
tia tio n  w ith in  th e  CNS o f MS p a t ie n ts  [18 ,33]. W e found  a 
s e le c tiv e  a u g m en t o f  th is  c h e m o k in e  in CSF o f  M+ MS p a t ie n ts  
during  re lap se s . To in v e s tig a te  th e  o rigin of th e s e  ra ised  levels  
of CXCL13, w e  n e x t s tu d ie d  T N F-alpha, an  in flam m ato ry  
cy to k in e  re la te d  to  agg ress iv e  MS [20] th a t  c a n  in d u c e  CXCL13 
s e c re t io n  in v itro  [18]. In te restin g ly , in c o n c o rd a n ce  w ith  
CXCL13 re su lts , M+ MS p a t ie n ts  a lso  show ed  s ign ifican tly  
h ighe r CSF TN F-alpha le v e ls  during  re lap ses  th a n  in rem ission  
an d  in M - MS p a t ie n ts  e i th e r  in a  re la p se  o r  in rem ission .
In v iew  o f th e s e  d a ta ,  w e  in v e stig a ted  if  th e  p re se n c e  o f 
o ligoclona l IgM b an d s  in CSF cou ld  b e  r e la te d  to  a  po lym or­
ph ism  in th e  TNF p ro m o te r . A n u m b e r o f  s tu d ie s  have
in v e s tig a te d  th e  associa tion  o f polym orphism s in th e  TNF 
p ro m o te r  w ith  au to im m u n e  d isea se s. TNF-376A a l le le  associ­
a te s  w ith  a  h ig h e r pred isposition  to  su ffe r MS, in d e p e n d e n tly  o f 
th e  m ain  g e n e tic  su sc ep tib ility  fa c to r  fo r th e  d isea se  desc rib ed  
so fa r , th e  c lass  II HLA-DRBl*1501 a lle le  [34 ,35 ]. H ow ever, to  
d a t e ,  no c le a r  re la tio n sh ip  has b e e n  re p o r te d  b e tw e e n  
p o ly m o rp h ism s  in th is  g e n e  a n d  fa c to r s  r e l a te d  to  MS 
prog ression , as  in tr a th e c a l IgM syn thesis  [1 2 -1 7 ] . W e found  a 
s tro n g  asso c ia tio n  b e tw e e n  th e  -376A  a l le le  in th e  TNF 
p ro m o te r  a n d  th e  p re se n c e  o f IgM bands in CSF.
T h e se  d a t a  s tro n g ly  su g g es t th a t  th is  po lym orph ism  is 
r e la te d  to  a  h ig h e r local TNF s e c re tio n  upon  in flam m atio n , 
w h ich  tr ig g e rs  CXCL13 p ro d u c tio n  an d  in d u c es  B-cell m ig ra ­
tio n  in to  t h e  CNS. MS p a t ie n ts  h av e  in c re a s e d  p e rc e n ta g e s  of 
CD5* B ce lls  in  p e r ip h e ra l b lood , an d  as  m uch  as  10% of CD5* B 
ce lls  p ro d u c e  IgM a n tib o d ie s  a g a in s t p h o sp a tid y lch o lin e  [36], 
a  lip id  th a t  c o n s t i tu te s  m o re  th a n  12% o f  th e  to ta l  m yelin  
lip ids [37]. T hus, i t  is likely  th a t  CD5* B ce lls  recogn iz ing  
p h o sp h a tid y lc h o lin e  o r o th e r  m yelin  lip id  c a n  e s ta b lis h  
p e r s is te n t  IgM re sp o n ses  w h en  m ig ra ting  in to  th e  CNS, as  
su g g e s te d  by  p rev io u s  find ings in CSF [13].
O ur d a ta  p rov ide  new  insights in to  th e  im m unopathogenesis  
o f in tra th e c a l an ti-lip id  IgM synthesis in MS. A b e t te r  u n d e r­
s tand ing  o f t h e  c o n tribu tion  of th e se  m echanism s in developing  
an  aggressive MS w ill hopefu lly  le ad  to  an  a n t ic ip a te d  prognosis 
and  a  m o re  p ersonalized  th e ra p y  fo r th e se  p a tie n ts .
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